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REFERENCIAS 
I nt rod uccion 
1.1, a l e n o  y r a d i c a l e s  l i b r e s  en sistemas b i o l 6 q i c o s .  
E l  oxEgeno c o n d i c i o n a  l a  v i a h i l i d a d  d e  l a  materia v i v a .   sf 
como un o r g a n i s m o  a e r o b i o  n o  p u e d e  v i v i r  s i n  ox'i 'geno, a l t a s  
c o n c e n t r a c i o n e s  d e  o x f g e n o  c a u s a n  e n  el m i s m o  o r g a n i s m o  
' l e s i o n e s  i r r e v e r s i h l e s  ( F i g u r a  1). 
Pres i6n  p a r c i a l  6ptima 
PRESION PARCIAL DE OXIGENO 
FIGURA 1. Efec to  d e l  oxlgeno sob re  l a  a c t i v i d a d  b io l6g ica .  
Tornado de  G i l b e r t ,  1981. 
- 
Gerschman e n  1954 p o s t u l a  l a  e x i s t e n c i a  d e  un rnecanismo 
c o m G r i  p a r a  el dafio p r o d u c i d a  p e r  l a  i r r a d i a c i 6 n  con  r a y o s  X y 
l a  t o x i c i d a d  d e l  o x f q e n o .  E s e  mecanismo comGn i n c l u y e  r a d i c a l e s  
l i b r e s  d e l  o x f g e n o  como i n t e r - m e d i a r i o s  q u f m i c o s  e n  l a  
p r o d u c c i d n  d e l  dafio c e l u l a r .  
E ~ I  l a  a c t u a l  i d a d  se c o n s i d e r a  q u e  10s r a d i c a l e s  l i b r e s  
e s t a r f a n  a s o c i a d o s ,  e n t r e  a t r a s  p a t o l o g c a s ,  c o n  c&-icer, 
e n f  e r m e d a d e s  d e l  c o r a z 6 n  y e n v e j e c i m i e n t o  ( T a p p e l ,  1973; 
P i e t r a n i g r n  y c u l  . , 197;7; F r i d o v i c h ,  1978; T a t t e r ,  1980; 
T o l m a s o f f  y col . .  , 1980; f i m e s  y col . ,  1980;  O b e r l e y ,  1 9 8 2 ) .  La 
t o x i c i d a d  d e  estos r a d i c a l e s ,  se d e b e  a s u  p o t e n c i a l i d a d  como 
i n i c i a d o r e s  d e  c a d e n a s  d e  r e a c c i o n e s  c a p a c e s  d e  p r o d u c i r  
modi f i c a c i o n e s  e n  l a a c t i v i  d a d  d e  m o l & u l a s  y e s t r u c t u r a s  
e s e n c i a l e s  p a r a  el normal  d e s e n v o l v i m i e n t o  d e  l a  a c t i v i d a d  
b i o l d g i c a  CADN, ARN, n u c l e & t i d o s ,  p r a t e g n a s ,  membranas  
c e l u l a r e s ,  e t c )  . 
Y a  q u e  l a  f o r m a c i 6 n  d e  es tas  e s p e c i e s  t g x i c a s  es un h e c h o  
f  i s i o l 6 g i c 0 ,  d u r a n t e  l a  e v o l u c i 6 n ,  10s o r g a n i s m 0 5  a e r o b i o s  
d e s a r r o l l  a r o r j  a d e c u a d o s  sistemas d e  d e f  e n s a  a n t i o x i d a n t e ,  a f i n  
d e  r e d u c i r  a un minima su p o t e n c i a l  c a p a c i d a d  d e s t r u c t i v a .  
1-2. G!u<rnica d e l  ~ x l ' ~ e n o .  
1 . 2 . 1 .  O x ~ q e n o  m o l e c u l a r .  
E l  o x z g e n o  m o l e c u l a r  t i e n e ,  e n  s u  e s t a d o  f u n d a m e n t a l ,  d o s  
e l e c t r o n e s  d e s a p a r e a d o s ,  c o n  s u s  s p i n e s  p a r a l e l o s ,  e n  
d i f e r e n t e s  u r b i t a l e s  I F ' i g u r a  2 ) .  
D e  acuer -do  c o n  esta  d i s p o s i c i 6 n ,  se d e f i n e  un e s t a d o  
3 
t r i p l e t e  ( C )  p a r a  l a  r n o l & c ~ r l a  d e  o x f g e n o  e n  s u  e s t a d o  
f u n d a m e n t a l  . Si se p r o d u c e  1 a i n v e r s i  6n  d e l  s p i n  d e  u n o  d e  10s 
e l e c t r o n e s  se f o r m a  un e s t a d o  s i n g u l e t e .  E s t a  i n v e r s i 6 n  del 
s p i n  p u e d e  o c u r r i r  c a n  f n r m a c i 6 n  d e  d o s  e s t a d o s  c o n  d i f e r e n t e  
1 
e n e r g Z a :  ctn e s t a d o  A ,  d o n d r  10s d o s  e l e c t r o n e s  o c u p a n  el m i s m o  
1 
o r b i t a l  y un e s t a d o  C d o n d e  o c u p a n  d i s t i n t o s  o r b i t a l e s  ( F i g u r a  
FIGURA 2. ~ i s t r i b u c i 6 n  de 10s e l e c t r o n e s  e n  10s o r b i t a l e s  m lecu- 8 l a r e s  e t e rnos  d e  l a  mol'cula d e  oxzgeno. Estado C ( A ) ;  H f 
es t ado  A (B) ; y es t ado  C (C)  . 
E l  t i e m p o  d e  v i d a  m e d i a  d e l  e s t a d o  es mucho mayor q u e  el 
d e l  e s t a d o  ' L ,  p o r  l o  q u e  es p r o b a b l e  q u e  CBlo el p r i m e r 0  s e a  
reactive e n  s is temas b i o l 6 g i c o s .  La d e 5 e z : c i t a c i b n  d e  10s 
e s t a d o s  s i n g u l e t e ,  se p r o d u c e  c o n  e m i s i 6 n  d e  e n e r g f a  
e l e c t r o m a g n G t i c a .  L a s  r e a c c i o n e s  1 y 2, m u e s t r a n  l a s  p o s i b l e s  
- 
f o r m a s  d e  d e s e x c i t a c i 6 n :  l a  dim01 c o n  b a n d a s  d e  e r n i s i d n  a 634 y  
763 nm y  l a  monnmol c o n  u n a  b a n d a  a I270 nm (Khan y  Kasha ,  
1976). La i d e n t i f i c a c i 6 n  d e l  o x r g e n o  s i n g u l e t e  e n  sistemas 
b i o l d g i c o s  se l l e v 6  a c a b o  p o r  c a r a c t e r i z a c i e n  d e  s u s  b a n d a s  d e  
e m i s i 6 n  ( L e n g f e l d e r  y co l . ,  1983). 
1 3 
0, ( A) > O2 ( C) + hv (1270 nm) 
1.2,2. P r o d u c t o s  de 1 2  r e d u c c i 6 n  d e l  ox?qeno.  
D e  a c u e r d o  con  M i c h a e l i s  C1946), l a  r e d u c c i 6 n  d e l  oxEgeno 
o c u r r e  e n  p a s o s  u n i v a l e n t e s .  La f i g u r a  3 ,  m u e s t r a  un esquema d e  
esta r e d u c c i c h ,  donde  se a p r e c i a n  l a s  e s p e c i e s  q u e  se p r o d u c e n  
e n  c a d a  p a s o .  
4, 
0;- 3 H+ > H20 + OH.. 
be- 
F I G U U  3 .  Reacc~ones  involucradas en l a  
reducci6n d e l  oxzgeno. 
El o x r g e n o  m o l e c u l a r  d e b e  r e c i b i r  c u a t r o  e l e c t r o n e s ,  p a r a  
f o r m a r  H20. La a d i c i 6 n  d e  un p r i m e r  e l e c t r 6 n  a l a  molgcu la  d e  
oxZgeno ( F i g u r a  31, d a  l u g a r  a  l a  f o r m a c i 6 n  d e  un r a d i c a l  
c a r g a d o  n e g a t i v a m e n t e ,  el a n i 6 n  s u p e r 6 x i d o  (02-1. E s t a  e s p e c i e  
e5 e s t a b l e  e n  ntedio a c u o s o ,  y 5u  r e a c t i v i d a d  se increments en  
m e d i a s  menos polares.  f4 pti  f i s i o l 6 g i c o ~  5e encuentra f armarido 
su b a s e  c o n j u g a d a  ( r e a c c i 6 n  31, el r a d i c a l  h i d r o p e r o x i l o ,  el 
c u a l  es much0 rnss r e a c t i v o  y  se d i s m u t a  e s p o n t d n e a m e n t e  c a n  u n a  
5 -1 -1 
k = 8.6 :.: 10 M s ( F r i d o v i c h ,  1976), p a r a  d a r  HZ02 y oxEgeno  
m o l e c u l a r  ( r e a c c i 6 n  4 ) .  
La a d i c i 6 n  d e  un s e g u n d o  e l e c t r 6 n  a1 o x ? g e n o  d a  l u g a r  a l a  
2- 
f o r r n a c i 6 n  d e l  a n i 6 n  p e r e x i d o  (02 ( F i g u r a  3 ) ,  el c u a l  e n . m e d i o  
a c u o s u  f a r m a  el p e r 6 x i d o  d e  h i d r a ' g e n o  ( H 2 0 2 ) .  
La a d i c i &  d e  ctn tercer e l e c t r 6 n  d a  l u g a r  a l a  f o r r n a c i 6 n  
3- 
d e l  a n i 6 n  O2 ( F i g u r a  3), el q u e  se d i s o c i a  e s p o n t s n e a r n e n t e  p a r a  
d a r  HZ0 y  r a d i c a l  h i d r o x i l o  (OH' 1 .  
I .  3. R a d i  cal es I. i b r e s .  
Sun  r a d i c a l e s  1  i b r e s  o r a d i c a l e s ,  t o d a s  a q u e l l a s  e s p e c i e s  
( m o l t i k u l a s ,  f r a g r n e n t o s  m o l e c u l a r e s ,  gtomos) que c o n t i e n e n  un 
a 
nurnero i rnpar  d e  e l e c t r o n e s  ( P r y o r ,  1976). E l  e l e c t r 6 n  
d e s a p a r e a d o  l e  c o n f  i e r - e  a estas  e s p e c i e s  a l t a  r e a c t i v i d a d  y  
p r o p i e d a d e s  p a r a r n a g n g t i c a s .  
L o s  r a d i c a l e s  l i b r e s  p u e d e n  d a r  r e a c c i o n e s  e n  c a d e n a ,  
d i s t i n g u i & l d o s e  t res  e t a p a s  p r i n c i p a l  es e n  este t i p o  d e  
& 
r e a c c i o n e s :  i n i c i a c i o n ,  p r o p a g a c i 6 n  y t e r r n i n a c i 6 n .  
1.3.1. E t a p a  de i n i c i a c i 6 n .  
En esta etapa se forman radicales libres a p a r t i r  d e  
e s p e c i e s  c o n  un nbmero  p a r  d e  e l e c t r o n e s .  L o s  r a d i c a l e s  p u e d e n  
f o r m a r s e  p o r  2 p r a c e s o s :  r u p t u r a  h o m o l T t i c a  d e  u n a  u n i 6 n  
q u c m i c a  ( r e a c c i 6 n  5 )  o  t r a n s f  e r e n c i a  e l e c t r 6 n i c a  ( r e a c c i b n  6 ) .  
1 .3 .2 .  E t a p a  d c  P r o p a q a c i 6 n .  
En esta  e t a p a  l o s  r a d i c a l e s  f o r m a d o s  e n  l a  d e  i n i c i a c i 6 n ,  
r e a c c i o n a n  c o n  o t r a s  e s p e c i e s  s i n  i n c r e m e n t a r  el n6mero  n e t o  d e  
r a d i c a l e s ,  es d e c i r  c o n s e r v a n d o  el ncimera d e  c e n t r o s  d e  
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reacci o n ,  perm p r o p a g a n d a  1. a c a d e n a  d e  r e a c c i o n e s .  L a s  
r e a c c i o n e s  i n v o l u c r a d a s  e n  es ta  e t a p a  pueden  ser d e  d o n a c i 6 n  o  
a c e p t a c i 6 n  e l e c t r G n i c a  I r e a c c : i o n e s  7 y €31, . d e  a b s t r a c c i 6 n  d e  un 
gtomo d e  h i d r & e n o  ! r e a c c i & n  9 )  o d e  a d i c i g n  a d o b l e s  e n l a c e s  . 
( r m e a c c i 6 n  10) . 
- 
co; + 0, , o i  + co, 
OH' + RS- OH- + RS' 
La f o r m a c i 6 n  d e  un r a d i c a l  menas  reactive, d a  l i t g a r  a u n a  
d i s r n i n u c i 6 n  d e  l a  v e l o c i d a d  d e  p r o p a g a c i 6 n ,  p u d i e n d o  l l e g a r  a 
l a  i n h i b i c i 6 n  cas i  t o t a l  d e  l a  v e l o c i d a d  d e  r e a c c i 6 n .  
1.3.3. Etapa & terminaci6n. 
En esta etapa se produce una disminuci6n del n6mero neto de 
radicales, ya sea por dimerizaci6n (reacci6n 11) o por 
dismutaci6n (reacci6n 12) de dos radicales. 
# 
1.4. Radicales libres en sistemas biologicos. 
0 
Con el advenimiento de tGcnicas de alta resolution 
(resonancia de spin electrckico !RSE), espectroscopfa de masa y 
quimioluminiscencia, entre otras) , ha sido demostrado, que la 
producci6n de radicales libres en sistemas biol&icos, es un 
I 
hecho fisi016~ico. La mayor parte de 10s radicales se generaria 
C 
a partir de especies formadas durante la reducciGn del oxlgeno. 
Aproximadamente el 5 % del oxzgeno consumido por 10s organismos 
aerdbicos, no se reduce a HZ0 en las mitocondrias, sino que es 
0 
parcialmente reducido a anion super6xido y per6xido de 
hidr6geno en distintos sitios dentro de la cglula (Chance y 
col., 1979). En 10s tejidos de 10s mamZferos la producci6n 
primaria de 02- se localiza en las membranas mitocondrial y del 
retgcula endoplgsmico, mientras que el H202 se genera 
principalmente en 10s peroxisomas (Chance y col., 1979). En las 
mitocondrias 10s principales sitios de producci6n de ani6n 
super6:.:ido son la ctbisemiquj.nona (Boveris y col., 1976) y la 
NADH-deshidrngenasa (Turrens y Boveris, 1980). En las cglulas 
hepgticas, la5 enzimas micro=omales NADPH-citocromo c reductasa 
y el cito~romo P450, parecen ser la5 protef nas responsables de 
el retzculo endopldsmico {Estabrook y Werringloer, 1977). 
El 02- y el H202, asi genrrados, parecen reaccionar de 
acuerdo con la reaccign 13, lHaber y Weiss, 19341, para dar el 
radical hidroxi lo. En sistemas biol6gicos esta reacci6n debe 
ser catalirada por hierro quelado (Bors y col., 1979) ya que e5 
muy lenta para competir con la velocidad de dismutacign del 
ani6n super6xido, en ausencia de catalizador (Witting, 1980). 
El radical hidroxilo tambiGn puede ser generado 
intracelularmen-te por rupt~rra homo1 l'tica de hidroper6xidos 
orgiinicos, catal izada por metales de transicign 1rkacci6n 14) o 
por una reacci6n tip0 Fentan (Mac Cord y Day, 1978) (reaccich 
- 
O 2  + H2°2 - OH- + OH' + O2 
ROOH RO' + OH' 
H2°2 - 2 OH' 
El radical hidroxilo generado, es una especie de muy alta 
reactividad y puede atacar indiscriminadamente a distintas 
tipos de mol&culas: gcidos nucleicos, protecnas, lzpidos y 
otras sustancias de importancia biolggica, iniciando cadenas de 
reacciones de radicales libres (Slater, 19841. La acci6n de 
.este radical sobre 10s a'cidos nucleicos, puede prod~rcir 
/ 
mutaciones que causen lesiones irreversibles en las celulas; 
sobre una protefna, se local iza principalmente sobre 10s 
residuos sulfidrilo oxid&dolos y modificando su estructura, 
esencial para su actividad biol6gica~ si el blanco de la 
reaccio'n es un &id0 graso de una membrana, se pueden conjugar 
sus dobles ligaduras, restsndale movilidad y llevando a la 
consecuente pgrdida de la -fluidez y de la permeabilidad 
selectiva. El radical hidroxilo puede reaccionar tambign can 
mol&culas que par su estructura qucmira no propagan la cadena 
de reacciones de radicales libres Creacci6n 16), sino que 
estabilizan el radical -formado (A ' ) ,  por resonancia, y se 
dimerizan (reaction 17). Oentro de este tipo de sustancias, 
denami nadas anti ox i dantes, se encuentran 1 a vi tamina E, 1 a 
vitamina A, la vitamina C, el glutati6n reducido (GSH), entre 
las mgs importantes en 10s tejidos anirnales. Otras mol&culas, 
de estructura qucmica apropiada, pueden reaccionar con 
radicales hidroxilo o con otros radicales 1 ibres, inhibiendo su' 
potencial idad de reaccia'n (pol if enoles, quinonas, etc. 
(Wilson, 1983). 
1.5. FeroxidaciGn lipjdica. 
Uno de 10s mss importantes procesos intracelulares 
iniciados por acci6n de radicales libres, es la pero:.:idacio'n de 
El radical hidroxilo, generado de acuerdo con las 
reacciones 13-15, reacciona con un &id0 poliinsaturado (RW) 
sustray6ndole un hidr6qeno alElico, para formar un radical 
alquilo (R '  ) del &id0 graso (reacci6n 18). Ya que lo5 Scidos 
/ 
linolenico !C20:4) y araquidGnico (C22:6), son 10s Scidos 
/ 
grasos insaturados, mas abundantes en las membranas biol6gicas, 
son 10s que reaccionan en la mayorfa de 10s casos y lo hacen en 
5u forma esterificada (Porter, 1980). 
R' + o2 , ROO ' 
ROO' + R'H ROOH + R" 
U 
H, H H, .H 
c-c'* R, 9-3 -R R'. \ 00 ' 0-0 
R O O ' + R 1 '  , ROOR ' 
R * + R ' '  , RR' • 
~ ' ( ~ 0 0 ' )  + AH , RH(ROOH) + A' 
El radical a1 qui la, reacciona con oxfgeno molecular para 
dar un radical hidroper6xida (ROO') (reacci6n 19) ,  con una k = 
-1 -1 1x10'  M s . Estos radicales hidropergxido pueden reaccionar 
con otros gcidos grasos poliinsaturados (R 'H !  para dar un 
hidroper6xido del gcido IROOH) y un radical alquilo 1reacci6n 
201, propagihdose de esta manera la cadena de reacciones de 
0 
radicales libres. La velocidad de esta reaccion 1202 depende 
tanto de la estructura quimica de 10s per6xidos, coma de la del 
jcido graso reaccionante (Ingold, 1969). La lipoperoxidacidn 
puede tambign ser iniciada por adici6n de oxrgeno slngulete a 
los Scidos grasos Ireaccidn 21) (Foote, 19761, con posible 
4 
formaci6n de un birradical (resccion 21) y de un dioxetano 
intermediario (reacci6n 22) (Hasting y Wilson, 1976; Cilento 
1980). Dos radicales (hidroper6xido o alquilo) pueden 
reaccionar entre s$ (reacciones 23 y 24), terminando la cadena 
de reacciones. ~ambign puede terminarse la cadena, por reacci6n 
entre un radical y una sustancia AH (antioxidante!, cuyo 
radical !A ' 1  sea tan est-able como para no seguir reaccionando 
(reacci6n 25). Si la cadena se desarrolla, el resultado final 
serg la produccidn de hidroper6xidos org&-ticos, especies 
excitadas y otras sustancias (aldehidos, cetonas, etc.) que 
pueden ser t6xicas para el organismo, a1 generar la pgrdida de 
permeabilidad selectiva de las membranas. La formaci6n de un 
radical de un gcido graso insaturado, hace que se produzca la 
conjugacidn de sus dobles enlaces, lo que resta movilidad y por 
lo tanto fluidez a la zana de la membrana donde se estg 
produciendo la l ipoperoxidaci6n (Figura 4) ; si la produccia'n de 
radicales libres es alta (lesiones agudas) u ocurre durante un 
prolongado ~ercodo de tiempo (lesiones cr6nicas1, se destruirzn 
zonas importantes de la membrana con la consecuente 
irreversibi lidad de la lesi6n. 
Membrana f l u i d a  
Membrana r zg ida  
por  conj ugacidn 
de  dobles  en l aces  
FIGURA 4 .  Esquema d e l  mecanismo de conjugaci6n de 10s dobles  enla-  
ces  de  un Zcido graso  p o l i i n s a t u r a d o  por  acc idn  de  
r a d i c a l e s  l i b r e s  (tomado de Mead, 1976). 
1.5.1. ~valuaci6n de la peroxidaci6n UpZdica ifi vitra; 
Para demostrar que la peroxidaci6n de lzpidos ests 
ocurri endo en si stemas biolegicas, es necesaria medi r productas 
formados a partir de este proceso. Hasta mediados de la dgcada 
de 1970, tadas l as medidas d e  peroxidaciBn de l f  pidns se 
llevaban a cab5 in vit.r-o, y eran pasibles de dns crcticas: que 
es imposi ble real izar un f raccianamienta subcelular, en 
condicianes tales, que no se produzca lipoperoxidaci6n end&ena 
y que la alta velncidad de biotransformaci6n de los productas 
de la lipoperoxidaci&t, hace dificil su medicibn. Los 
principales metodos de medida de peroxidaci6n 1ipEdica in vitro 
son: determinacidn de la formacien de malondialdehido, medida 
de la producci6n de dienos conjugados y medida del cansumo de 
o:.: Cgeno . 
1.5.1.1. Formaci6n de malondialdehido. 
La peroxidaci6n de 105 dcidos grasos con dos o m6s dobles 
enlaces !sobre todo el dcido araquZdanico), es la mayor fuente 
de produccidn de rnalondialdehido, compuesto que se usa como 
indicador de existencia de lipoperoxidacibn. Para su deteccidn 
se emplean distintos me'todas: espectrofotometr~a, fluarometrfa, 
cromatograffa de alta presi6n (Bird y Drapper, 1984). 
1.5.1.2. Consumn d> oxEgena. 
La medida de consumo de oxZgeno, debe hacerse en 
condiciones de ausencia de respiracibn. El oxcgeno consumido es 
una medida del que reacciona con un radical alquilo (reacci6n 
19), limitando la velocidad de las reacciones de peroxidaci6n 
1ipEdica. 
1.5.1.3. FormaciGn de dienos conjggados. 
La conjugaciBn de 10s dobles enlaces, de las dcidos grasos 
poliinsaturados lFigura 41 ,  es proportional a la velocidad de 
lipoperoxidaci6r1, y puede seguirse e s p e c t r o f o t o r n G t r i c a m e n t e  a 
236 nm (Hecknagel y Glende, 1984) 
1.5.2 .  Eva luac iGn  de 13 p e r o x i d a c i d n  l i p i d i c a  in v i v a .  
D u r a n t e  l a  d g c a d a  d e l  s e t e n t a ,  se d e s a r r o l l a r o n  o t ros  
me'todos, n o  i n v a s i v o s ,  q u e  permi  t i e r o n  e v a l u a r  1 i p o p e r o x i  d a c i 6 n  
e n  sis temas b i o l 6 g i c o s  i n t a c t o s .  E s t o s  mgtodos  son :  l a  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  b a j a  i n t e n s i d a d ,  l a  d e t e r m i n a c i 6 n  d e  l a  
e x h a l a c i 6 n  d e  a l c a n c s  y l a  medida d e  g l u t a t i 6 n  o s i d a d o  e n  l a  
b i l i s .  
1 .5 .2 .1 .  f i u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  b a  ja i n t e n s i d a d  d e  sistemas 
b i o l o ' g i c o s .  
--
La e m i s i 6 n  d e  f o t o n e s  p r o d u c i d a  a p a r t i r  d e  sistemas 
c e l u l a r e s ,  se denomina d e  b a j a  i n t e n s i d a d  p a r a  d i f  e r e n c i a r l a  d e  
l a  f  o toemi  s i 6 n  d e  r e a c c i a n e s  e n z i m g t i c a s  d e l  sistema 
5 luciferina-luciferasa,'la que  es e n t r e  103 y 1 0  v e c e s  mayor. 
La l i p o p e r o x i d a c i 6 n  d e  l a=  membranas c e l u l a r e s ,  es uno d e  
10s p r o c e s o s  a p a r t i r  d e  10s c u a l e s  se forman e s p e c i e s  
e x c i t a d a s ,  g e n e r a d o r a s  d e  f o t o n e s ,  e n  sistemas b i 0 1 6 ~ i c o s .  Los  
r a d i c a l e s  h i d r o p e r o x i  l o  f o r m a d o s  ( r e a c c i o n e s  1Y y 221, pueden  
C 
r e a c c i o n a r  e n t r e  si p a r a  d a r  un compues to  t e t r a o x i g e n a d o  
(reacci dn 26) , q u e  se descompone e s p o n t g n e a m e n t e  g e n e r a n d o  
o x f q e n o  s i n g u l e t e  ( r e a c c i o ' n  2 7 )  y  g r u p o s  c a r b o n i l o  e n  s u s  
e s t a d o s  e x c i  t ac lns  r r e a c c i 6 n  2 8 ) ,  (Ruse1 1 ,  1957) .  E l  dio: . :etano 
i n t e r m e d i a r i o  +ormado e n  l a  r e a c c i 6 n  22 ,  se e s c i n d e  formando 
c a r b o n i  105 e x c i t a d o s  ( r e a c c i 6 n  27) I C i l e n t o ,  1980).  
ROO' + ROO' > ROOOOR ' 
ROOOOR' 
1 
ROH + . 0 + RO . 2 
ROOOOR ' 
- 
ROH + O2 + RO* 
-6% 
Las distintas reacciones que llevan a la produccih e 
1 * interconversiik de estas especies 02 y grupos CO 1 se 
esquematizan cn la figura 5. 
ROO ' 
FIGURA 5 .  Reacciones de formaci6n de especies excitadas. 
El o~l'~eno singulete pasa a su estado fundamental emitiendo 
radiaci&, principalmente, de 634, 703 y 1270 nrn (reaccianes 1 
y 2). Las grupos carbnnilo excitados (triplete y singulete), lo 
hacen emitienda a longitudes de onda entre 42b y 460 nm 
I r e a c c i 6 n  30). 
Como l a  i n t e n s i d a d  d e  estas  e m i s i o n e s  es muy b a j a  (100C) 
v e c e s  menor q u e  l a  s e n s i b i  l i d a d  d e l  ojo  human0 a d a p t a d o  a l a  
o s c u r i d a d )  ( P i r - e n n e  y  D e n t o n ,  1 9 5 2 ) ,  su d e t e c c i d n  r e q u i e r e  
i n s t r u m e n t o s  d e  ai t a  s e n s i  h i  l i clad, y u e  p u e d a n  ser a d a p t a d o s  
p a r a  m e d i d a s  d e  q ! n i m i o l c t m i n i ~ . c e n c i a  e n  d i s t i n t o s  sisternas 
( B o v e r i s  y co l .  19813 B o v e r i s  y c o l . ,  1980; C a d e n a s  y Sies, 
1 9 8 4 ) .  
E l  m e t o d o  d e  m e d i d a  d e  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  f u e  d e s a r r o l l a d o  
d u r a n t e  10s atios 60, y a p l i c a d o  a d i v e r s 0 5  t e j i d o s  a n i m a l e s  y 
v e q e t a l e s ,  a n i v e l  c e l u l a r  y s u b c e l u l a r  ( S t a u f f  y ccl.,  1963; 
T a r u s o v  y col . ,  19623 V a s s i l e v  y V i c h u t i n s k i i ,  1962): p e r 0  
rec-i,&-i e n  198C) se m i d i 6  l a  q t . .~ imio lc tmj .n i scenc i s .  d e  G r g a n o  d e  
m a m z f e r o s  in s i t u  < H o v e r i s  y co l . ,  1 9 8 0 ) .  K 
1.5.2.2. ~ x h a l a u i 6 n  & a l c a n o s .  
L o s  r a d i c a l e s  a l q u i l o  f o r m a d o s  e n  l a s  r e a c c i o n e s  18 y 20, 
se rompen ,  d a n d o  m o l ~ c u l a s  d e  h i d r o c a r b u r o s  m a s  p e q u e k o s  
( e t a n o ,  b u t a n o ,  p e n t a n o )  q u e  se v o l a t i l i z a n  y d i f u n d e n  a1 m e d i o  
i n t e r n o ,  s i e n d o  e x h a l a d o s  p c r  el a n i m a l .  E l  c o n t e n i d o  d e  estps 
h i d r o c a r b u r n s  e n  el a l i e n t o  es e v a l u a d o  p o r  c r o m a t o g r a - f l a  
g a s e o s a  ( R i e l e y  y  col . ,  19745 Kappus  y col . ,  1978; T a p p e l  y '  
D i l l a r d ,  1981:). 
1 . 5 , 2 . 3 .  L i h e r a c i 6 n  &e g l u t a t i b n .  
La l i b e r a c i 6 n  d e  g l u t a t i d n  o x i d a d o  e n  l a  b i l i s ,  es un  
Tndice del grado de 1 ipoperox i daci6n del hcgado. Puede ser 
medido tanto a 5-\, con el animal anestesiado, por 
canalizacion del conduct0 bi l iar, como en 6rgano perf undid0 
(Sies y Summer, 19751: Chance y col., ,1978; Bartoli y Sies, 
1978; Sies y Hkerhoom, 1984). 
I ,&.  Deqensas antioxidantes. 
Los organismos aerobios han desarrollado un eficaz sistema 
de def ensa cantra la toxicidad del oxigeno. Este sistema puede 
ser racionalizado en tres niveles, de acuerdo con el lugar en 
el proceso de lipoperoxidaci&n, en el que se produzca (Chance y 
col., 1979): Un primer nivel es el constituido por las enzimas 
con actividad sobre 10s pruductos de la reducciCn parcial del 
@ 
oxcgeno: super6xido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa. 
El ~egundo nivel lo consti tuye la enzima glutatiGn peroxidasa 
que metaboliza las hidr~pern':~:idos rgsnicos f ormados durante la 
lipoperoxidacidn (reacci6n 18). Cuando 10s sistemas enaimsticos 
son superados, la produccio'n de radicales 1 ibres y de especies 
excitadas aumenta y el pntencial estrgs oxidative debe ser 
prevenido por acci6n de sustancias antioxidantes (tercer nivpl 
C 
de proteccich) , las que reaccionan danda lugar a la +ormacion 
de especies menus reactivas, que no propagan las reacciones de 
radicales libres. 
1.6.1. Enzimas ~~tioxidantes. 
/ 1.6.1. I. h%pero;.:ido dismutasa. 
La actividad de esta enzima fue informada par primera vez 
en 1969 por Mc Cord y Fridovich. Es una enzima de 
caracterfsticas especiales, ya que a1 catalirar una reacciBn 
entre dos mol.&ulas de sustrato idgnticas (ani6n strperbxido) , 
no es saturable y por consiguiente su actividad depende 
linealmente de la concentraci6n de ani6n supertixido y de la 
cantidad de enzima presente !Rotilio y col., 1972). Es la. 
enzima mas rgpida que se conoce, ya que catalira la dismutacik 
-1 -1 del super6r:ido con una constante de velocidad 10' M s (Klug 
y col., 19721, val.or cercana a1 limite de difusi6n. 
En las cglulas eucariotas existen dos isoenzimas, una 
dependiente .de Zn y Cu, de localizacl&n citos6lica y otra 
dependiente de Mn localizada en la matrix mitocondrial. La 
actividad en citosol es inhibible con cianuro, mientras que la 
mitocondrial es insensible a esta inhibici6n. Las reacciones 31 
y 32 esquematizan el mecanismo de acci6n de la enzima. 
1.6.1.2. Catalasa. 
Es.una enzima que esta presente en la mayor parte de las 
c6lul as de marn:rf eros, en concentraciones variables. La mayor 
parte de la catalasa se encclentra dentro de los peroxisamas (De 
Duve y Baudhin, 19661, pera tarnbign se inform6 actividad 
citos6lica de esta enzima (Chance y col., 19791. 
La c a t a l a s a ,  c a t a l i z a  l a  r e a c c i 6 n  d e  r e d u c c i d n  d e l  p e r 6 x i d o  
d e  h i d r d g e n o  ( r e a c c i 6 n  331, p o r  el mecanismo p l a n t e a d o  e n  l a s  
r e a c c i o n e s  34 a 36 .  S e  puede  o b s e r v a r  q u e  si b i e n  el &tic0 
s u s t r a t o  d e  l a  r e a c c i h  3 4  es el Hz02 ( r e a c c i 6 n  c a t a l l t i c a ) ,  l a  
a c t i v i d a d  p e r o x i d g t i c a  d e  l a  enz ima  ( r e a c c i o n e s  35 y 36)  p u e d e  
t e n e r  o t r o s  s u s t r a t o s  ( e t a r i a l ,  me tano l  y o t r o s  a l c o h o l e s  
a l i f g t i c a s  con  mayor n6mera d e  c a r b a r ~ o s ) ,  (Chance  y c o l .  ,. 
E-Fe 
3-l- 
+ H2°2 - Compuesto I 
Compuesto I 
+ H2°2 - E-F~* + 2 H20 + d2 
Compuesto I + AH2 - E - F ~ ~  + 2 H20 + A 
La i m p o r t a n c i a  f i s i o l 6 g i c a  d e  esta  enzima; se b a s a  e n  sit 
c a p a c i d a d  d e  t - t t i l i z a r  H202, d e  a l t a  to: . : icidad p a r a  l a  c&lttla, y 
* 
a d q u i e r e  i m p o r t a n c i a  a1 a c t u a r  a c o p l a d a  con  l a  s u p e r o x i d o  
d i s m u t a s a  q u e  r e d u c e  el 02- a H202. 
4 
1.6. i .3. G l u t a t i o n  p e r o x i d a s a .  1 
En 1957  M i l 1 . s  i n f o r m 6  l a  p r e s e n c i a  e n  h e p a t o c i t o s ,  d e  una  
enzima. con  a c t i v i d a d  s o b r e  el HZ02 q u e  e n  p r e s e n c i a  d e  
g l u t a t i 6 n  r e d u c i d a  p r e v e n f a  l a  h e m 6 l i s i s  d e  1 0 s  e r i t roc i tos .  
p r o v o c a d a  p o r  el H202. E s t a  enz ima  f u e  l l a m a d a  g l u t a t i 6 n  
* pe rox  i d a s a  y c a t a l  i z a  l a  r e a c c i o n  e n t r e  p e r 6 x i d o s  y g l u t a t i 6 n  
d e  a c u e r d o  c o n  ] . a s  r e a c c i o n e s  37 y 38. 
H202 + 2 GSH GSSG + 2 H20 
ROOH + 2 GSH GSSG + ROH + H20 
GSSG + 2NADPH 2 ~ + >  2 GSH + 2 NADP' 4- Hz 
El  g l u t a t i a ' n ,  una  d e  l a s  p r i n c i p a l e s  s u s t a n c i a s  
r e s p a n s a b l e s  d e  man tene r  el e s t a d o  redo:.: i n t r a c e l c r l  a r .  es . 
ox i d a d o  e n  1 a s  r e a c c i  o n e s  3 7  y 38, p o r  1  o  q u e  es n e c e s a r i  a s u  ' 
p o s t e r i o r  r e d u c c i g n .  Como m u e s t r a  l a  r e a c c i 6 n  39, el g l u k a t i 6 n  
o x i d a d o  r e a c c i o n a  con  NADPW e n  una  r e a c c i 6 n  c a t a l i z a d a  p o r  l a  
+ 
enz ima  g l u t a t i 6 n  r e d u c t a s a ,  p a r a  recomponer  el G S H  y d a r  N A D P  , 
el c~ral  es r e d u c i d o  e n  l a  vl'a d e  l a s  p e n t o s a s .  L a s  e n z i m a s  
g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  y g l u t a t i & n  r e d u c t a s a ,  t i e n e n  l a  misma 
l o c a l i z a c i c h  s u b c e l u l a r  p o r  l o  q u e  a c t 6 a n  e n  fo rma  a c o p l a d a .  
En 1973,  Ro tb ruck  y c o l  . , d e s c u b r i e r o n  q u e  el s e l e n i o  fo rma  
p a r t e  d e l  c e n t r u  a c t i v o  d e  l a  enz ima  y que  c a n t i d a d e s  
c a t a l i t i c a s  d e  este metal s o n  n e c e s a r i a s  p a r a  s u  a c t i v i d a d .  
Tambien 5e inform; l a  a c t i v i d a d  d e  una  g l u t a t i g n  p e r o x i d a s a  q u e  
n o  d e p e n d e  d e  s e l e n i o  ( g l u t a t i o %  t r a n s f e r a s a ) ,  p e r o  s u  
a c t i v i d a d  r e p r e s e n t a  5610 un 20 % d e  l a  a c t i v i d a d  t o t a l  y u$a 
coma s u s t r a t o  sol  o  h i d r o p e r 6 x i d o s  o r g s n i  cos ( n o  H202) ( T a p p e l ,  
1980). - L a  a c t i v i d a d  d e  l a  g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  d e p e n d i e n t e  d e  
s e l e n i o  es a l t a  e n  h e p a t o c i t o s  y e r i t r o c i t o s  ( M i l l s ,  1960)  y se 
h a  p o s t u l a d o  que  s u  l o c a l i z a c i 6 n  c e l u l a r ,  70 :/. e n  el c i t o s o l  y 
30 % e n  l a s  m i t o c o n d r i a s ,  es comp1ementar i .a  a  l a  d e  l a  c a t a l a s a  
(Chance  y c o l . ,  19791. 
1.6.2. . Sustancias antioxidant~s. 
De ac~rerdo con lo explicado en los puntos anteriores,' las 
sustancias antioxidantes juegan un importante papel en la 
desactivaci6n de radicales 1 ibres oxidativos y especies 
excitadas . Entre estas sustancias cabe destacar la acci6n del 
GSH, de las vitaminas E, A y C y de 10s carotenos. 
1.6.2.1. ~lutati6n. 
El glutatign es un compuesto que se encuentra ampliamente 
distribuido en distintos sistemas bi016~icos. Es un triPgPtido 
de &id0 X-glut&mico, cisteEna y gl icina: 
0 H 
11 I 
0 0. t i  9 
HO-C-C- (CH ) -C-NH-CH-C-NH-CH2-C-OH 
I 2 2  I 
NH2 CH2-SH 
En la cglula el glutati6n se mantiene reducido (GSH), 
sienda la mayor fuente de poder reductor. El glutati6n 
m 
reacciona enzimaticamente con pergxidos {reacciones 37 y 381, 
per0 tambign puede reaccionar en forma no enzimgtica con el 
anidn superCixidn Creacci6n 401, con el radical hidraxilo 
(reacci6n 41) y con oxEgeno singulete (reaccign 42), (Kosawdr y 




2 O2 + 2 H+ + 2 GSH 
2 OH' I- 2 GSH 
A GSSG + 2 H202  
GSSG + 2 H 2 0  
lo2 + GSH , GSox ( Z c i d o  cis teico)  
La q u i m i c a  d e  estas r e a c c i o n e s ,  p r o b a b l e m e n t e  i n v o l u c r e  l a  
f o r m a c i 6 n  d e l  r a d i c a l  t i o i l o  (GS') como i n t e r - m e d i a r i o  (Cadenas ,  
1985). E s t e  r a d i c a l ,  q u e  es p o t e n c i a l m e n t e  t 6 x i c o  p a r  su 
1 
c a p a c i  dad  d e  g e n e r a r  O2 ( r e a c c i o n e s  4 3  y 4 4 ) ,  ( W e f e r s  y S i e s ,  
1983), h a c e  q u e  es tas  r e a c t r i u n e s  n o  t e n g a n  5610 Ltn e f e c t o '  
p r o t e c t o r .  
G S a + 0 2  GSOO* 
1 3 2 GSOO' , GSSG + O2 + o2 
V i t a m i n a  E. 
-- .- 
t a m i n a  E o d - t o c o f  erol , t i e n e  l a  s i g u i e n t e  e s t r ~ r c t u r a :  
CII 
I / C H 3  
(CH2) 3-F-(CH2) 3-:-(CH2) 3-$ 
H H 
CH3 CH3 
! En 1920 se i n f o r m 6  p o r  p r i m e r a  vez q u e  1 0 s  t o c o f e r o l e s  son  
e s e n c i a l e s  e n  l a  d i e t a  d e  1 0 s  mamffe ros  (Evans ,  1962). A p a r t i v  
d e  ese' momentu, numerosos  e s t u d i  os m o s t r a r o n  qtre 1 a  d e f  i c i  e n c i  a 
e n  v i t a m i n a  E  era l a  c a u s a  d e  una  serie d e  p a t o l o g c a s ,  e n  s u  
mayor ra d e  carscter d e g e n e r a t i v o :  m u e r t e  y r e a b s o r c i  6n d e l  f  e t o  
e n  hembras ,  d i s t r o f  i a  m u s c u l a r ,  n e c r o s i s  t e s t i c u l a r  y h e p s t i c a  
y hem61 isis d e  e r i t r o c i t o s  e n t r e  o t r a s  (Mason, 19543 H o e k s t r a ,  
1975). Posteriormente, la teorra antioxidante (Green, 1972) 
intent6 eexpl icar, usando un 6nico concept0 te6ric0, la fdnci6n 
de la vitamina E, a& cuando el poder antioxidante de esta 
vi tamina y de los tocof eroles habEa sido amp1 iamente estudiado 
y ya en 1947 informado por Mattill. 
La vitamina E reacciona con radicales libres para dar un 
radical cromanoxilo Ireacci6n 45). La velocidad de esta ' 
reaccign depende del radical reaccionante (Wilson, 1983). El 
radical cromanoxilo, muy estable, puede dimerizarse de acuerdo 
con la reacci6n 17. 
R' (ROO') .+ V i t  E-OH , RH (ROOH) + V i t  E-0' 
Packer y col. (1979!, prapusieron un mecanismo de 
. 
regeneraci6n de la vitarnina E por reaccion con la vitamina C, 
(reacciGn 461, la que serca luego reducida por un sistema 
enzimstico dependiente de MADH (reacci&n 47). 
V i t  E-0' + V i t  C 
.- 
V i t  E-OH + V i t  C' 
V i t  C' + NADH ,. V i t  C + NAD' 
ntros estudios intentaron explicar el poder antioxidante de 
la vitamina E por su capacidad de reaccionar can especies 
excitadas CFoote, 1976). 
El efecto de la vitamina E sobre el proceso de peroxidaci6n 
lipfdica fue extensamente estudiado tanto in vitro (Diplock y 
Lucy, 1973; Combs y col., 1973; Burton y col., 1983; Diplock, 
1983: Cadenas y col., 1984) coma 1 3  vivo (Sagai y Tappel, 1978; 
Tappel y Dillard, 1981; Nc Cay y col., 1982; Burton y col., 
1983). 
1.6.2.3. Vitamina C. 
La vitamina C lgcido asc6rbico) estg presente en la nlayor 
parte de 10s tejidos animales y vegetales. Su acci6n 
antioxidante parece ejercerla a dos niveles; reduciendo -el 
ani 6n scrper&.: i do (reacci 6n 48) o reacci onando con el radical 
cromanoxila de la vitamina E, reduciihdolo (Packer y col., 
1979) {reactiones 46 y 47). 
2 0 - + 2 ~ + + A s c o r b a t o  , 2  2H202 + Dehidroascorbato ( 4 8 )  
1.6.2.4. Vitamind &. 
1 
~ a '  vitamina A (retinol , reacciona con t I 2 ,  desactivPndolo 
(Smith, 1983). Tambign es posible que la vitamina A reaccione 
directamente con radicales libres. 
1.6.2.5. 6-carotene. 
Ec,. una sustancia que reacciona con o?:%eno singulete 
1 levdndolo a ~ L I  estado fundamental (reacciones 49 y 5Ct), 
(Gerschman, 1964; Foote, 19765 Erinsky y Deneke, 1982). 
8-caroteno* , 8-caroteno + calor 
1.6.2.6. Polifenoles veqetales. 
Los f 1 avonoides y 10s acidos caf eoi 1 quZni cos, son 
pol if enoles que por su estructura qu~mica (grupos carboni lo, 
hidroxilo, dobles enlaces), pueden reaccionar con radicales 
1 ibres, f ormando un radical pol if en01 ( A '  1 ,  el cual a1 poder 
/ 
estabilizarse par resonancia se dimeriza (reaction 17). 
Los flavonoides tienen una estructura general del tipo: 
El grado de oxidacick del puente C que une 10s dos anillos 
benc6nicos da origen a lo5 diferentes grupos de flavonoides. 







Lo5 acidos cafeoilquinicos constituyen una clase de 
compuestos derivados de la condensaci6n de una molgcula de 
S c i d o  q u f n i c o  con  una ,  d o s  o t res  molGculas  d e  a 'c ido c a f e i c o .  
Acido ca fe  Aci do q u i n i  co 
1.7.  str re's o x i d a t i v o .  - , - _ -  
D e  10 e x p l i c a d o  h a s t a  este p u n t o ,  se d e d u c e  q u e  e n  
c o n d i c i o n e s  f  i s i 016~ icas  se e s t d n  p r o d u c i e n d o  c a n t i d a d e s  n o  
d e s p r e c i a b l e s  d e  r a d i c a l e s  . o > : i d a t i v o s .  La p r o d u c c i 6 n  d e  estas 
e s p e c i e s ,  es c n n t r o l a d a  e + i . c i e n t e m e n t e  p o r  una  compl i c a d a  
o r g a n i z a c i d n  a n t i o x i d a n t e  d e s a r r o l  l a d a  p o r  10s a r g a n i s m o s  
a e r o b i o s .  S i  l a  producc iBn  d e  r a d i c a l e s  aumenta  s i n  q u e  se  
p r o d u z c a  un i n c r e m e n t 0  p a r a l e l o  d e  l a s  d e f e n s a s  a n t i o x i d a n t e s ,  
6stas s o n  s u p e r a d a s  y comien ran  a a p a r e c e r  p a t o l o g i a s  
r e l a c i o n a d a s  c a n  1 0 s  r a d i c a l e s  l i b r e s .  Una d i s m i n u c i 6 n  d e  l a s  
d e f  e n s a s  a n t i o x i d a n t e s ,  l l e v a  t ambign  a u n a  s i t u a c i 6 - i  
e q u i v a l e n t e .  Cual  q u i e r a  d e  estas d o s  si t u a c i o n e s ,  se c o n o c e  
como un estrgs o x i d a t i v o .  
La . a d m i n i s t r a c i o ' n  d e  s u s t a n c i a s  e x t r a h a s  a 1  o r g a n i s m 0  
< x e n o b i b t i c o s ) ,  p u e d e  i n i c i a r  el p r o c e s o  d e  1 i p o p e r o x i d a c i G n ,  
g e n e r a n d a  un estrgs o x i d a t i v o .  Muchas d e  estas s u s t a n c i a s  n o  
s o n  t d x i c a s  p o r  s f  m i s m a s , .  s i n o  que  se t r a n s f  orman e n  t b x i c a s  
a1 ser m e t a b o l i z a d a s .  E l  CC14 y el e t a n o l ,  p e r t e n e c e n  a este 
t i p o  d e  s u s t a n c i  as ,  y  se u s a r o n  como p r o d u c t o r e s  e x p e r i  m e n t a l e s  
d e  estrgs oxidative e n  el hZgado d e  r a t a s  y  r a t o n e s .  
O t r a s  s u s t a n c i  a s  que  e j e r c e n  e f  e c t o s  s i n l i  1  a r e s  s o n  e n t r e  
otras:  h i d r a z i n a ,  h i d r o c a r b u r o s  h a l o g e n a d o s ,  n i  t r o c o m p u e s t o s ,  
a m i n a s  a r o m d t i c a s  y  h i d r o c a r b u r o s  p o l i c T c l i c o s .  
1.7.1.  H-epatotoxicidad &l t e t r a c l o r u r o  d e  c a r b o n o .  
Aun cuandu  l a  i n t o x i c a c i 6 n  con  CC14 n o  c o n s t i t u y e  un h e c h a  
d e  i m p o r t a n c i a  p o r  s u  i n c i d e n c i a  s o b r e  l a  s a l u d ,  h a  s i d o  
amp1 i a m e n t e  u s a d a  como model o d e  h e p a t o t o x  i c i  dad  y  p e r o x  i d a c i  6n 
l i p E d i c a  e n  hggado  (Hecknage l ,  1967;  D i  L u z i o  y  S t e g e ,  1977; 
Kappus,  1981; Hecknage l  y  col . ,  1977; T a p p e l ,  1980; R e y n o l d s  y 
Moslen,  1980; T o r a n z o  y  col .  1981; Agarwal y  Mehendale ,  1 9 8 4 ) .  
* 
D u r a n t e  much0 t i e m p o  se p e n s o  q u e  el CC14 e j e r c f a  s u  a c c i 6 n  
t o ' x i c a  a c t u a n d o  como un s o l v e n t e  o sea cambiando  l a s  
p r b p i e d a d e s  d e l  media  d e  r e a c c i 6 n i  e s t u d i o s  p o s t e r i  ores 
d e m o s t r a r o n  l a  i n v a l  i d e z  d e  esta h i p 6 t e s i s  (Hecknage l  y  col . , 
1 9 7 7 ) .  O t r o s  g r u p o s  d e  t r a b a j o  p o s t u l a r o n  l a  u n i 6 n  c o v a l e n t e  
d e l  CC14 c o n  d i s t i n t o s  componen te s  c e l u l a r e s  (Castro y  c o l . ,  
1974; T o r a n z o  y  col., 1 9 8 1 ) .  A c t u a l m e n t e  se a c e p t a  que  el CQ14 
n o  es t g x i c o  p a r  s c  m i s m o ,  s i n o  q u e  ejeceria s u  a c c i 6 n  t6xica  
* l u e g o  d e  i n t e r a c c i o n a r  con  sistemas e n z i m a t i c o s  e n  el h i g a d o  
(Hecknage l ,  1977). R e y n o l d s  y Moslen (1980)  m o s t r a r o n  
e v i d e n c i a s  d i r e c t a s  (mic roscop<a  e l e c t r g n i c a )  d e  l a  d e s t r u c c i 6 n  
d e  r e t Z c u l o  e n d o p l g s m i c o  p a r  a c c i 6 n  d e l  CC14. 
La i n t e r a c c i 6 n  d e l  CC14 con  1 0 s  sistemas e n z i m g t i c o s  d e l  
r e t z c u l o  e n d o p l & m i c o  1 l e v a r i a  a l a  p r o d u c c i 6 n d e l  radical  
t r i c lo romet i lo  ( P a c k e r  y co l . ,  1978; Mason, 19821 ,  el q u e  
d e s e n c a d e n a r r a  l a s  r e a c c i o n e s  d e  p e r o x i d a c i 6 n  l i p Z d i c a  y  s e r f a  
r e s p o n s a b l e  d e  l a  p o s t e r i o r  l e s i 6 n  y  m u e r t e  c e l u l a r  ( C h a n c e  y  
col. ,  1 9 7 9 ) .  
. 
E l  r e t f c u l o  e n d o p l b s m i c n ,  a i s l a d o  e n  l a  f r a c c i o n m i c r a s o m a l  , 
c o n t i e n e  un sisterna d e  t r a n s p o r t e  d e  e l e c t r o n e s  c o m p u e s t o  d e  
hem0 y  S l a v o p r o t e 5 n a s ,  q u e  a c t d a n  e n  l a  b i o t r a n s f o r m a c i 6 n  d e  
g r a n  c a n t i d a d  d e  x e n o b i 6 t i c o s ,  e n  r e a c c i o n e s  d e p e n d i e n t e s  d e  
o x i g e n o .  Un g r u p o  d e  estas p r o t e i n a s  d e t o x i f i c a n t e s  se a g r u p a  
b a j o  el nombre  d e  c i t o c r o m o  P450,  y  a c t G a n  h i d r o x i l a n d o  
x e n o b i g t i c o s ,  f a c i l i t a n d o  s u  e x c r e c i d n .  Son i n d u c i b l e 5  
d i f e r e n c i a l m e n t e  p o r  l a  a d m i n i s t r a c i 6 n  d e  d i s t i n t a s  d r o g a s j  as i  
10s barbiturates C p e n t o b a r b i t a l ,  h e x o b a r b i t a l ,  b a r b i t a l ,  etc.)  
i n d u c e n  l a  f o r m a c i 6 n  d e  un c i t o c r o m o  q u e  c o m p l e j a d o  c o n  
mon6xido  d e  c a r b o n 0  a b s o r b e  a 4 5 0  nmj el m e t i l c o l a n t r e n o  i n d u c e  
u n a  p r o t e z n a  q u e  e n  p r e s e n c i a  d e  GO a b s o r b e  a 4 4 8  nm ( C o o p e r  y 
col . ,  1775). 
La f i g u r a  6 m u e s t r a  un esquema d e  10s p r i n c i p a l e s  c a m i n o s  a 
t r a v e ' s  d e  10s c u a l e s  se t r a n s p o r t a n  l o s  e l e c t r o n e s  i n v o l u c r a d o s  
e n  las  r e a c c i o n e s  d e  estos c i  tocromos. En el l a  p u e d e  o b s e r v a r s e  
q u e  el citocromo F'450 estd i n v o l u c r a d o  e n  l a  p r o d u c c i d n  d e  
a n i 6 n  s u p e r 6 x i d o ,  p e r d x i d o  d e  h i d r o ' g e n o  y  o;.:rgeno s i n g u l e t e .  
H e c k n a g e l  y  col .  (19771, m o s t r a r n n  d o s  f u e r t e s  e v i d e n c i a s  
d e  l a  p a r t i c i p a c i 6 n  d e l  c i t o c r o m o  P450  e n  el m e t a b o l i s m o  d e l  
GC14: r a t a s  r e c i g n  n a c i d a s ,  c o n  muy h a j o  n i v e l  d e  c i t o c r o m o  
F450, n o  s o n  s e n s i b l e 5  a 10s e f e c t o s  d e  l a  d r o g a ;  y l a  
el i m i n a c i 6 n  d e  c i  tocromo P450  p o r  accidn de d r o g a s  (SKF-525-A), 
p r e v i n o  105 e f e c t o s  t 6 x i c o s  d e l  CC14. 
(NADPH (NADPH) 
FIGUW 6 .  Mecanismos de reacc16n involucrados en l a  metaboli- 
zaci6n de x e n o b i 6 t i c o s 3 ~ ~ ,  ROOH), catal izados por 
e l  h i e r ro  hemznico (Fe ) d e l  cltocromo P450. 
# 
1.7.2, Intoxicacion con etanol. 
Las bases moleculares de la p&-dida de viabilidad de 10s 
hepatocitos (cirrosis) causada por el etanol, es base de 
controversias y no ha sido explicada satisfactoriamente hasta 
el momento. Desde un punto de vista bioquZmico el estudio de 
1 0 5  efectos t6xicos del etanal, ha sido focalizado en el 
estudio de la actividad de dos enzimas encargadas de su . 
biotransf ormaci6n: la alcohol deshidrogenasa y la al.dehido ' 
deshidrogenasa (Theorell, 1974). Es asi que hasta mediados de 
la dgcada del 60, se aceptaba que el etanol era totalmente 
metabolizado en el higado par accign de las dos enzimas. En ese 
@ * 
momento se postulo un mecanismo comcn para la intoxication con 
etanol y la into>:icaci;n cart CC14, que inclul'a, por primera 
vez, radicales l ibres del ~x;~eno. Este postulado se basaba en 
el efecto que tenran las sustancias antioxidantes, sobre ambas 
intoxicaciones (Di Luzio, 1966; Di Luzio, 1958). Durante la 
decada del 70, f ueron postul adns distintas si stemas 
metabalizantes con actividad sobre el etanol en el hcgado, que 
no incluian a las deshidrogenasas (Lieber y De Carli, 1970; 
C 
Thurman y col., 1972; Thurman, 1973). Di Luzia, en 1973, modtro 
interesantes paralelismos entre 10s mecanismos de 
metabalizaci6n del etanol (en mitocondrias) y del CC14 (en 
microsomas) \j pr-opcrso como mecani smo comGn la ,perox idaci 6n 
lipzdica. bederbaum y col. (1975) relacionaron la disminucign 
de los &id06 grasos 1 ibres en mi tocondrias con la formaci&n de 
hTgado graso en alcohol ismo cr6nico. Casi simul tsneamente Koch 
y col., (1976) informaron la presencia de megamitocandrias en 
ratas tratadas cro'nicamente, per0 que no habian desarrollado 
hfgado graso. Cohen en 1977, postuloO una nueva vfa de 
metabolizacidn que incluZa el radical hidroxilo. En 1980, 
Cederbaum y col., informaron un increment0 en la producci6n de 
radicales hidraxi lo, en microsomas a1 oxidar alcaholes. La 
participaci6n del citocromo P450 (Miwa y col., 1977; Onhishi y 
Lieber, 1977), explicarfa esta produccidn de radicales libres'y 
justif icar?a la partiqipaci6n de la catalasa en el metabalismo 
del etanol, reduciendo el per&xido de hidr&ena generado por el 
citocromo. A partir de 1980, aparecieron trabajas que 
relacionan directamente la producciBn de radicales libres y la 
lipoperoxidacidn en el alcoholismo. Se informaron aumentos de 
lipoperoxidacio'n en hfgado de alcoholistas crbnicos (Matsumura 
y col., 1980) y aumentos en la liberaci6n de glutati6n oxidado 
en ratas !Koch y col., 1980). Videla y Valenzuela (19821, 
informaron una disminucio'n del contenida de glutati6n reducido 
en el hcgado de ratas tratadas cr6nica y agudamente con etanol. 
Huller y Sies (19821, midieron incrementos en la liberacidn de 
alcanus en hfgado perf undido de ratas bajo intox i cacidn agu6a. 
La figura 7 resume 10s principales mecanismos postulados para 
la metabolizaci6n del etanol en el h5gado de ratas. 
1.8. Trabajp desarrol lado durante esta Tesis. 
En el presente trabajo. de Tesis se est~tdia la 
quimialuminiscencia de hfgado de ratas y ratones, medida in 
I-. 
h 
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FIGURA 7. P r i n c i p a l e s  v l a s  enz imst icas  de  b io t ransformaci6n  d e l  e t a n o l  
e n  e l  hlgado de  r a t a  y s u  r e l a c i 6 n  con l a  producci6n de rad i -  
c a l e s  d e l  oxlgeno y e l  e s t r s s  ox ida t ivo .  Ca ta l a sa  (CAT); su- 
per6xido dismutasa (SOD); a c e t a l d e h i d o  deshidrogenasa (Am); 
a l coho l  deshidrogenasa (AD);  citocromo P450 (P450). 
situ, coma un Zndice de lipoperoxidaci&n en e5e 6rqano, tanto 
en condiciones Cisiol6gicas camo de estrgs oxidativo. / 
Las si tuaciones de estrgs estudiadas son: a) intoxicaci6n 
aguda con tetracloruro de car-bono (modelo clssico de 
1 ipnperosidacidn hepztica) ; b )  administraci6n crgnica y aguda 
con etanolj y c) de+iciencia en vitamina E y selenio fmodelo 
clssico de producci6n de lesiones irreversible5 en hzgado). 
Las medidas de quimioluminiscencia se hacen paralelamente 
I F 
con: a) la determinacidn de la quimioluminiscencia de 
f racci ones subcel ul ares (homogenei zados, mi tocondri as y 
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I b) evaluakio'n de las actividades de las enzimas antioxidantes I 
(super6xido dismutasa, catalasa y glutatidn peroxidasg y .  c) 
_ .___--- -- - - 
-- 
otros ensayos necesarios para caracterizar 10s mecanismos 
involucrados en cada si tuari 6n de estrGs estctdiada !contenid0 
de glutatibn, formaci6n de malondialdehido, formaci6n de dienas 
con jugadas) . 
Fi nalmente, se ensaya el poder antioxidante de pol i f enoles 
de origen vegetal, par su capacidad de disminuir la 
quimioluminf scencia de hzgado de ratas intoxicadas con etanol y 
de ratones intoxicados con CC14. 
A partir de 10s resultados obteriid~s, se discuten las 
dif erentes a1 teraciones estructurales y metab6,l icas, que en 
cada una de las situaciones de estrgs consideradas, llevan n 
modif icaciones de la quimioluminiscencia de hfgado. 
Materiales y Metodos 
C1 i . 1 .  C o n t a d a r  de f o t o n e s .  
La f i g c r r a  €3 rnues t r a  un esquema d e  m6dulos  d e  un c o n t a d a r  d e  
S o t o n e s  a d a p t a d u  p a r a  m e d i d a s  d e  e m i s i o n e s  g e n e r a d a s  p o r  
Grganos  d e  mamTferas  i n  v&o e j n  s i t u  ( B o v e r i s  y col .  1980). 
Cada ctrto d e  1 0 s  rr~iidulos que +:orman p a r - t e  d e l  c o n t a d o r  d e  
* 
f o t a n e s  s o n  d e ~ c r x p t o s  a c o n t i n u a c i a r ~ .  
- 
A l t o  
Fuente- 
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Fototubo I I 
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Guxa 6 p t i c a  
de  Luc i t a  
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S u p e r f i c i e  de aluminio 
FIGURA 8. Esquema de  un contador  de  fo tones  adaptado pa ra  
medidas d e  quimioluminiscencia de  Srgano de i n  
-
s i t u .  Tornado de  Boveris y c o l . ,  1980. 
E l  f o t o m u l t i p l i c a d o r  o f o t o t u b o  es el i n s t r u m e n t o  q u e  
p e r m i t e  l a  d e t e c c i 6 n  d e  10s f o t o n e s ,  t r a n s f o r m a n d o  su e n e r g E a  
e l e ~ t r o m a ~ n g t i c a  e n u n a  sefial e l g c t r i c a .  
RadiaciGn, 
i n c i d e n t e  
Cara e x t e r i o r  
Fotocstodo 
semi t ransparente  
FIGURA 9 .  E s t r u c t u r a  de un fo to tubo  l i n e a l .  Los niimeros ind ican  l a  ~ o s i c i 6 n  
de  10s dinodos (1-11) y d e l  Znodo (12) .  
L . a  S i g u r a  9 e ~ q u e m a t i z a  un f o t o t u b o ,  y e n  el l a  se a p r e c i a  
q u e  c o n s t a  d e  d o 5  s e c c i o n e s :  un f o t o c g t o d o ,  d o n d e  i n c i d e n  10s 
. f o t o n e s ,  y d e l  q u e  se a r r a n c a  Ltn f o t o e l e c t r 6 n ,  y Ltna serie d e  
d c n o d o s ,  e n  10s c u a l e s  el f o t o e l e c t r 6 n  d e s e n c a d e n a  u n a  c a s c a d a  
d e  e l e c t r o n e s  q u e  se t r a n s f o r m a n  e n  u n a  setial el&ctr ica.  La 
c a n t i . d a d  d e  e l e c t r o n e s  g e n e r a d o s  es p r o p o r c i o n a l  a1 nctmero d q  
f o t o n e s  i n c i d e n t e s  y a1 p o t e n c i a l  e l g c t r i c o  a p l i c a d o  e n t r e  el 
f u t o c d t n d o  y l a s  dTnodos .  La c a r g a  d e  10s n  e l e c t r o n e s  q u e  
l l e g a n  a1 d c n o d o  ser; B, y p a r a  d e t e c t a r  es ta  c a r g a  se m i d e  
e n t o n c e s  l a  c a l d a  d e  p o t e n c i a l  ( V )  p r o d u c i d a  e n t r e  l a5  p l a c a s  
d e  un c o n d e n s a d o r  C ( V  = L!/C). E s t e  p o t e n c i a l  se g e n e r a  p o r  
p e r c o d a s  muy cor tos  d e  t i e m p a  p a r  l o  q u e  se d e n o m i n a  i m p u l s o .  
En n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s ,  se us6 un c o n t a d a r  d e  f o t o n e s  q u e  
c o n s t a  d e  un f o t o m u l t i p l i c a d o r  marca EM1 modelo 9658-B t i p 0  
S-20. E s t e  f  o t o m u l t i p l  i c a d o r u s a  como material f o t o s e n s i  b l e  
( f o t o c ~ t o d o )  una a l e a c i 6 n  d e  c e s i o  y r c t b i d i o ,  l o  q u e  l o  h a c e  
s e n s i b l e  e n  un r-ango d e  l o n g i t u d e s  d e  onda  e n t r e  300 y 900 nm. 
D i c h a  s e n s i b i l i d a d  es f u n c i 6 n  d e  l a  l o n g i . t u d  d e  onda  i n c i d e n t e  
y v a r z a  c o n  e l l a  ( F i g u r a  10). D e  a c u e r d a  con  es to ,  5610  se 
r e g i s t r a  u n a  p a r t e  d e  l a  e m i s i 6 n ,  p o r  l o  q u e  se d e b i 6  c a l c u l a ~  
l a  e f i c i e n c i a  d e  c o n t e o  fq) u s a n d o  l a  e c u a c i 6 n :  
q = 123.95 x >: 1(:)0 
Longitud de  onda (nm) 
FIGURA 10. Curva de  s e n s i b i l i d a d  de un fo to tubo  EMI-9658 B. Tornado d e l  
Manual de Uso d e l  fo to tubo ,  EM1 Corp., U.S.A. 
El valor de sensibilidad absoluta (s) se obtiene del 
grsfico de la figura 10. 
En esa figura se puede observar que con el fototubo usado 
se ohtencan rendimientos cusnticos menores que el 30 % a todas 
las longitudes de onda; la deteccign a 634 y 703 nm era del 12 
% y del 8 % respectivamente. 
0 
Todn fotnmultiplicador presenta una senal inti-Cnseca aun 
cuando no reciba radiaci6n externa. Esta corriente oscura, es 
proporcional al voltaje aplicado a1 fototubo y deb16 ser . 
calibrada de manera de obtener la mejor relaci6n seRa1:ruido 
0 
para una emision dada. 
2.1.2. Fuent.e (& a1 to volts jg. 
El fototubo estaba conectado a una fuente de alto voltaje, 
marca Ortec, modelo 426 (O - 3.0 k V ) .  La determinaci6n del 
4 
voltaje a'ptimo a aplicar se realizo durante la calibraci6n. del 
fototubo, manteniendo constantes las otras candiciones 
/ 
electronicas. 
,-1 ~"1.3. Amplificador-discrimi.~?ador~ I 
* 
La sendl electrica que =alga del fototubo era muy pequena 
par lo tanto dehio' ser amplificada. Para ello se us6 crn 
amplificador-discriminador marca Princeton Applied Research, 
modelo 1121. El impulso generado en el fotomultiplicador era 
recibido por el. amplificador ei que lo transformaba en una 
serial detectable para el discriminador, cuya funci6n era la de 
s e l e c c i o n a r  10s i r npu l sos  que  r e u n 5 a n  l a s  c a r a c t e r f s t i c a s  
n e c e s a r i  a s  p a r a  ser c o n t a d o s  como un f  o t 6 n ,  E s t a  d i s c r i m i n a c i 6 n  
se h i z o  t e n i e n d o  e n  c u e n t a  el r a n g o  d e  e n e r g f a  ( a l t u r a  d e l  
i m p u l s o )  y el a n c h o  ( t i e m p o l  d e l  impulso .  
En l a  f i g u r a  11 se o b s e r v a  el t r a z a d o  d e  l a  r e s p u e s t a  d e  un 
o s c i l o s c n p i o  a n t e  l a  sefial e n v i a d a  p a r  un f o t o t u b o  a1 r e c i h i r  
un f o t h  y s u  d i s c r i m i n a c i b n .  
- 
-- 
Ruido del fototubo 
AMPLITUD DEL IMPULSO 
FIGURA 11. Respuesta de un fototubo a1 incidir un fot6n. Tornado 
del Manual de uso del amplificador-discriminador, 
Princeton Applied Research, U. S. A. 
El  d i s c r i m i n a d o r  t i e n e  d ~ s  u m b r a l e s  c u y a  cal i b r a c i 6 n  
p e r m i t i d  d i s c r i m i n a r  l a  s e n a l  r e c i b i d a  y d e t e r m i n a r  l a  m e j o r  
r e l a c i 6 n  s e h a 1 : r u i d o .  E s t a  r e l a c i 6 n  d e b e  ser l o  m s s  a l t a  
p o s i b l e  p a r a  l l e v a r  a c a b o  un buen c o n t e o  d e  f o t o n e s .  
P r o c e d i e n d o  d e  esta  manera 5610 f u e r o n  c o n t a d o s  a q u e l l o s  
i m p u l s o s  que  t e n z a n  e n e r g c a  comprendida  e n t r e  los n i v e l e s  d e  
d i s c r i m i n a c i z n  e l e g i d o s .  
P a r a  el c o n t e o  d e  f a t o n e s  G n i c o s  f u e  n e c e s a r i o  que  el 
sistema amplificador-discriminador m i d i e r a  una  c u e n t a  p o r  f o t 6 n  
i n c i d e n t . e .  
La c o r r i e n t e  o s c u r a  o r u i d o  d e l  f o t o t u b o  e k  d e p e n d i e n t e  d e  
s u  t e m p e r a t u r a  l F i g u r a  1 2 ) .  Por  l o  t a n t o  p a r a  medir  
adecuadamen te  p e q u e n a s  e m i s i o n e s  f u e  c o n v e n i e n t e  mantener  el 
f o t o t u b o  a b a j a  t e m p e r a t u r a ,  p o r  l o  que  se le  coloc6 d e n t r o  d e  
un en f  r i  a d o r  el ec t ro rnagng t i  c o ,  marca EMI-Gencom, modelo FACT 
50, M K  111, capaz  d e  a l c a n z a r  t e m p e r a t u r a s  d e  h a s t a  48OC d e b a j o  
d e  l a  t emper -a tu ra  ambien te .  P a r  l o  g e n e r a l  se t r a b a j 6  con  el 
f o t o t u b o  a una  t e m p e r a t u r a  e n t r e  -1€I0C y -20"~. 
2.1.5. Contador  ds f r e c u e n c i a s . ~  r e g i s t r a d o r .  
/ 
La s e n a l  e l c c t r i c a  s a l i d a  d e l  amp1 i f  i c a d o r - d i s c r i m i n a d o r  
f u e  r e c o g i d a  p o r  un c o n t a d o r  d i g i t a l  d e  f r e c u e n c i a s ,  q u e  
permi t i 6  v i s u a l  i z a r  i n s t a n t k h e a m e n t e  1 0 s  v a l o r e s  medidos.  A 1  
m i s m o  t i e m p o  un r e g i s t r a d o r  g r a f i c o  r e c o g i a  l a  s e n a l  e i b a  
c o n f e c c i o n a n d o  un r e g i s t r o  c o n t i n u o  d e  l a  e m i s i 6 n  a  l o  l a r g o  
d e l  t i empo .  
FIGURA 12. Corr ien te  oscura de un fo tomul t ip l icador  en funci6n 
de s u  temperatura. 
2.1.6. C a j a  h e r m g t i c a .  
2 3 L a s  e m i s i o n e s  a medi r  e r a n  b a j a f  (10 -10 r p s )  'f es ta  h i z p  
i m p o s i b l e  l a  o p e r a c i 6 n  d e  c o n t e o  e n  c o n d i c i o n e s  d e  i l u m i n a c i s n  
norm ale^, p o r  l o  t a n t o  se t r - a b a j 6  con  l a  e n t i d a d  e rn i so ra  
( 6 r g a n o  in 5i t u ,  6 r g a n o  p e r f  und ido ,  s u s p e n s i 6 n  d e  c & l u l a s ,  
f r a c c i 6 n  s u b c e l u l a r ,  etc. c o l o c a d a  d e n t r o  d e  una  ca ja  que n o  
p e r m i t T a  l a  e n t r a d a  d e  f o t a n e s  d e s d e  el e x t e r i o r .  
P a r a  t r a b a j a r  con  a n i m a l e s  v i v o s ,  l a  caja  f u e  
t e r m o s t a t i z a d a  (no rma lmen te  a ~(1) "  C )  . La c o n e x i 6 n  e n t r e  l a  ca ja  
h e r m g t i c a  (a 3 ( 1 ° C )  y el f o t o t u b o  ( a  - ~ ( : I ~ C ) ,  se h i z o  u s a n d o  una  
b a r r a  d e  m e t i l m e t a c r i l a t o  q u e  a c t u a b a  como gu$a  6 p t i c a  y como 
a i s l a n t e  t g r m i c o ,  s a l v a n d o  l a  g r a n  d i f  e r e n c i a  d e  t e m p e r a t u r a s  
(5(I0c). La b a r r a  d e  m e t i l m e t a ~ r i l a t o  f i n a l i z a  d e n t r o  d e  l a  c a j a  
o s c u r a  e n  un o b t u r a d o r  mec5nic0,  q u e  se mane jaba  d e s d e  el 
e x t e r i o r .  
L o s  a n i m a l e s  b a j o  e s t u d i o ,  r e c i b f  a n  d e s d e  el exterior 
s u s t a n c i a s  p a r  medio d e  una  c s n u l a ,  s i n  que  se p e r t u r b e  l a  
,-I r.i. Medida ds q u i m i o l u m i n i s c e n c i a .  
2.2.1. Medida de q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  h i g a d o  i r t  s i t u .  
A l o s  a n i m a l e s  a n e s t e s i a d n s  ( r a t a s  a r a t o n e s i  5.e les e x p u s o  
el h z g a d o  m e d i a n t e  una  1 a p a r a t o m I a  y se c u b r i 6  el resto d e  l a  
c a v i d a d  abdamina l  con  p a p e l  d e  a l u r n i n i o  ( n o  emisor) ,  d e  manera  
q u e  sblo el t e j i d o  h e p s t i c o  (a c u a l q c r i e r  a t ro  6 r g a n o  p o r  m e d i r )  
0 
quedo  e x p u e s t a .  P a r a  med i r  l a  e m i s i 6 n  d e  hZgado d e  ratcon s i n  
4 
a n e s t e s i a r  se p r o c e d i o  d e  l a  s i g u i e n t e  manera:  se a f e i t 6  l a  
H 
z o n a  abdomina l  I l a  p i e 1  es t r a s l u c i d a  y p e r m i t e  l o c a l i z a r  
/' 
v i s u a l m e n t e  el hCgado) y se m i d i &  l a  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  a 
0 
t r a v e s  d e  l a  p i e l .  L a s  m e d i d a s  a t r a v e s  d e l  mGsculu abdomina l  
4 
se h i c i e r a n  c a n  el r a t&  a n e s t e s i a d o ,  q u i t a n d o  l a  c a p a  d e r m i c a .  
0 
Una vex p r e p a r a d o  el animal . ,  se c o l o c o  den t r -o  d e  1  a c a j a  
0 l-ierm&tica y ~e a c e r c o  el t i fgadu (u 6.r-garlo a m e d i r )  l o  mss 
p a s i b l e  a 1  o b t u r a d o r  m e d i a n t e  el u s a  d e  un 5 .0por te  regu1abI .e  
manual .  El  pr6;:imo p a s o  conc j ic , t l6  e n  c e r r a r  l a  ca j a  y c o n e c t a r  
el a l t o  v o l t a j e  s o b r e  el f o t o t u b o  (este p a s o  se r e a l i z b  con  el 
o b t u r a d o r  c e r r a d o ) .  L a  s e i i a l  r e c i b i d a  e n  el c o n t a d o r  d e  
f r e c u e n c i a s  y e n  el r e g i s t r a d o r  c o r r e s p o n d e  a l a  c o r r i e n t e  
o s c u r a  d e l  f o t a t u b u ,  y d e t e r m i n ;  l a  l c n e a  d e  b a s e  d e  l a s  




FIGURA 13. Quimioluminiscencia espontznea de hlgado de  r a t a .  Las 
l e t r a s  i nd ican  l a  a p e r t u r a  (E?, d ,  f ) y e l  c i e r r e  ( c ,  
e , g ) d e l  obturador  . 
Una vex o b t e n i d o  un v a l o r  c o n s t a n t e  p a r a  esta  c o r r i e n t e  ! 
. . 
a s c u r a  l F i g u r a  3.3, a-b) , se a b r i G  el u b t u r a d n r  y qued6  l a  
e s p e c i e .  emisora d i r e c t a m e n t e  e x p u e s t a  a 1  f o t o t u b b  l F i g u r a  13, 
0 
b-c, d-e, f - 9 ) .  L-a a p e r a c i o n  d e  a p e r t c i r a  y cierre d e l  o b t u r a d o r  
C 
se r e p i t i o  v a r i a s  v e c e s  p a r a  r o r r o b o r a r  l a  c o n s t a n c i a  d e  l a  
0 1  Cnea d e  b a s e  y c l e  l a  ernisi.cir.1. E l  agr-egado d e  s c t s t a n c i a s  d e s d e  
el e x t e r i o r  p u e d r  m o d i f i c a r ,  t a n t o  aumentando  coma 
d i s m i n u y e n d o ,  1 . 0 s  v a l o r e s  d e  e m i s & & .  En t o d o s  l o 5  casos se 
m i d i 6  el nGmero d e  f o t o n e s  ( 1  c u e n t a  = 1 f o t 6 n )  g e n e r a d o  e n  el 
hzgado  u d r g a n o  b a j o  e s t u d i o .  Lo5 r e s u l t a d o s  se e x p r e s a r o n  p o r  
unjclad d e  Srea cle &rgano ,  par-,d e l l o  se m i d i 6  l a  s c r p e r f i c i e  
e:.:puest.a. E l  r e g l s t r a d o r  gra.f-ic; l a  sefial r e c i b i d a  a l o  l a r -go  
d e l  t i e m p o  d e  medida. 
2.2.2. Medida d_e qqu imio lumin i scenc i a  de f r a c c i o n e s  
s u b c e l  u l  ares. 
S i  b i  e n  pueden  h a c e r s e  medi d a s  d e  quimi ol umi n i  s c e n c i  a d e  
f r a c c i  o n e s  s u b c e l  u l  a r e s  (homogene i r  a d o s ,  s u s p e n s i  o n e s  
m i t o c o n d r i a l e s  y microsomales) u t i l i z a n d o  un c o n t a d o r  d e  
f o t o n e s ,  e n  n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s  l a  e m i s i 6 n  d e  es tas  
f r a c c i o n e s  se m i d i 6  e n  un c o n t a d o r  d e  c e n t e l l e o ,  con  el 
c i r c u i t o  d e  c o i n c i d e n c i a  d e s c o n e c t a d o .  S e  us6 un c o n t a d o r  d e  
c e n t e l  l .eo  l i q u i d 0  marca P a c k a r d ,  modelo 3320. L a s  
c a r a c t e r f s t i c a s  d e  c a d a  uno  d e  1 0 s  sistemas d e  medida d e  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  se m u e s t r a n  e n  l a  t a b l a  1. 
L a s  m u e s t r a s  15 q u i d a s  ( s c t s p e n s i o n e s )  se c a l o c a r o n  e n  v i a l e s  
d e  c e n t e Z l e o  d e  12,5 mm d e  r a d i o  p o r  58 mm d e  a l t u r a .  P a r a  1 
a u m e n t a r  1 0 s  n i  v e l  es d e  e m i  si 6n 1 a s  s u s p e n s i  o n e s  f u e r o n  
a d i c i o n a d a s  con  p e r 6 x i d o s  G r g a n i c o s  a g r e g a d o s  i n m e d i a t a m e n t e  
a n t e s  d e  l a  medida.  Los  r e s u l . t a d o s  o b t e n i d o s  se expr -esaron  como 
c u e n t a s  p o r  s e g u n d o  p o r  mg d e  p r o t e z n a  (el c o n t e n i d o  p r o t e i c o  
d e  l a s  f r a c c i o n e s  se d e t e r m i n 6  p r e v i a m e n t e )  o p o r  g  d e  t e j i d o .  
TABLA 1. CARACTmISTICAS DE LAS MEDIDAS DE QUIMIOLUMINISCENCIA 
REALIZADAS CON 'UN CONTADOR DE FOTONES Y CON UN CONTA- 
DOR DE CENTELLEO. 
Contador de fotones Contador de centelleo 




Condiciones de trabaj o 




100 cpm (250-1000 
fotonesls) 
temperatura ambiente 
permite leer una mues- permite leer varias 
tra por vez muestras por vez 
oscuridad total ambiente iluminado 
2.3.  F r a c c i o n a m i e n t o  s u b c e l u l a r .  
P a r a  l a  o b t e n c i 6 n  d e  l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s ,  
10s h:gados f u e r o n  s o m e t i d o s  a una  c e n t r i f u g a c i 6 n  d i f e r e n c i a l ,  
d e  a c u e r d o  con  1 0 s  p r o c e s o s  e s q u e m a t i z a d o s  e n  l a  f i g u r a  14. 
- E l  hzgado  se separ6 d e l  an ima l  ( m u e r t o  p r e v i a m e n t e  p o r  1 
d i s l o c a c i 6 n  c e r v i c a l )  y se coloc6 e n  un media  q u e  c a n t e n < a :  
I 
i - p a t a s i o '  c l o r u r o  140 mM, Tris-t ic1 5 mM, EDTA 1  mM, pH 7.2, e n  una  p r o p o r c i 6 n  aproximada  d e  1 g  d e  t e j i d o  p o r  9 m l  d e  
sol u c i  6 r 1 .  
La c e n t r i f u g a c i 6 n  ( a )  ( F i g u r a  1 4 ) ,  s i r v i 6  p a r a  d e s c a r t a r  
Z # 
n u c l e o s  y d e t r - i t o s  c e l u l a r e s ;  el s o b r e n a d a n t e  I f r a c c i o n  E l ,  se 
d 
uso como "homopeneizado: Esta fraci6n E g  se someti6 a otra 
centrifugaci6n (b) y se obtuvo un precipitado (fracci6n M o 
mitocondrias pesadas) y un sobrenadante (LPS) que fue 
centrifugado (c) para precipitar la fraccien L (mitocondrias 
livianas); en esta fraccibn precipitan tambiin peroxisomas y 
lisosomas. Las fracciones M y L se usaron como " mitocondrias" 
en nuestros experimentos. El sobrenadante (PS) se centrifug& 
( d )  para precipitar la fraccidn microsomal ( P I .  El sobrenadante 
de esta cyltima centrifugaciSn ( S ) ?  se us6 coma "citosol", y era 
la fraccibn que contenca la5 enzimas solubles. Todas las 
operaciones se llevaran a cabo conservando la temperatura 
0 ' 
entre ooy 2 C. 
i 
a) 600 g x 10 minutos 
E 
b) 4000 - g x 10 minutos 
LF'S 
C) 12000 - g x 10 minutos 
PS 
d) 105000 g x 60 minutos 
-
S 
FIGURA 14. Esquema de un fraccionamiento subcelular 
por centrifugaci6n diferencial. 
2.4. A n i m a l e s  y t r a t a m i e n t o s .  
En t o d o s  10s c a s o s  se u s a r o n  a n i m a l e s  d e  l a b o r a t o r i a ,  q u e  
f  creron s o m e t i d o s  a d i s t i n t o s  t r a t a m i e n t o s ,  d e .  a c u e r d o  c o n  10s 
e x p e r i m e n t 0 5  a r - e a l i z a r .  
2.4.1. ~ n t o x i c a c i c ~ - ~  con t e t r a c l o r c ! r o  d e  c a r b o n o .  
Se u s a r o n  ra l : .ones  c e p a  S w i s s ,  h e m b r a s , c u y o  p e s o  c o r p o r a l  
v a r i 6  e n t r e  10s 20 y  25 q ,  y  q u e  f u e r o n  a l i m e n t a d a s  c o n  u n a  
d i e t a  s 6 l i d a  conventional. L o s  r a t o n e s  f u e r o n  a n e s t e s i a d o s  c o n  
u r e t a n o  12 % P / V  c o n  u n a  d o s i s  d e  1 m 1 / 1 0 0  g  d e  p e s o ,  i n y e c t a d o  
i n t r a p e r i t o n e a 1 m e n t . e .  E l  CC14, e n  s o l u c i 6 n  50 % F / V ,  5e 
a d m i n i s t r g  For- l a  m i s m a  vfa,  a t r a v G s  d e  u n a  c a n u l a ,  30 m i n u t a s  
d e s ~ u g s  d e  l a  a r t e s t e s i a .  
2 .4 .2 .  T r a t a m i e n t n  con b a r b i t a l .  
A ctn grctpo d e  lo5 r a t o n e s  d e s c r i p t a s  en .~ecc i ;n  a n t e r i o r ,  
se les r e e m p l a z 6  el a q u a  d e  b e b i d a  p o r  u n a  s o l u c i 6 n  a c u o s a  d e  
b a r b i t a l  s 6 d i c o  1 % P / V .  E s t e  c a m b i a  n o  modif  ic6 l a  i n g e s t a  d e  
lo5 a n i m a l e s .  
2 .4 .3 .  I n t o x i c a c i g n  c z  e t a n n l .  
S e  e s t u d i a r o n  2 t i . p o s  d e  i n t o x i c a c i 6 n  a l c a h 6 % i c a ,  a g u d a  y  
c r 6 n i c a .  
Se u s a r o n  r a t a s  Long Evan5 y  W i s t a r -  c u y o  p e s o  o s c i l 6  e n t r e  
200 y 220 g ,  a y u n a d a s  d e  16 a 18 h o r a s  a n t e s  d e  10s 
e s p e r i m e n t o s .  E l  e t a n o l  f u e  a d m i n i s t r a d o  6 h o r a s  a n t e s  d e  los  
e x p e r i m e n t o s  p o r  v i a  i n t r a p e r i t o n e a l  e n  d o s i s  d e  5 g/kg  d e  p e s o  
( e t a n o l  30 % V / V  e n  s o l u c i o f r  s a l i n a )  . L a s  r a t a s  c o n t r o l  
r e c i b i e r o n  c a n t i d a d e s  i s o v o l  !..\me't.ricas d e  s o l ~ t c i a ' n  sa l  i n a .  
D u r a n t e  l a s  b h u r a s  d e  e s p e r a  l u e g o  d e  l a  a d m i n i s t r a c i 6 n  d e  
e t a n o l  10s a n i  m a 1  es f  u e r o n  m a n t e n i d o s  e n  c o n d i c i  o n e s  d e  
t e m p e r a t u r a  t e m p l a d a  (28 -3 ( : ) ' ~ )  p a r a  p r e v e n i r  h i p o t e r r n i a s .  L a s  . 
ra tas  f u e r o n  a n e s t e s i a d a s  p a r  a d r n i n i s t r a c i t h  i n t r a p e r i t o n e a l  
d e  N e m b u t a l ,  50 mg/kg d e  p e s o  p a r a  10s a n i m a l e s  c o n t r o l  y 15 
mg/kg d e  p e s o  p a r a  los  t r a t a c l o s  c o n  e t a n o l .  
- A 
2.4.3.2. I n t o : . : i c a c i o n  c r o n i . c a .  
. 
Se u s a r o n  r a t a s  Wistar ! c u y o  pez.0 i n i c i a l  v a r i o  e n t r e  115 y 
125 g ) ,  a l a s  q u e  se d i 6  a b e b e r  u n a  s o l u c i g n  d e  e t a n o l  32 % y 
sacarosa 25 % d u r a n t e  12 f 1 s e m a n a s .  A las r a t a s  c o n t r o l  se 
les s u m i n i s t r a r o n  c a n t i d a d e s  isocal6ricas d e  sacarosa. L a s  
ra tas  t r a t a d a s  f u e r o n  p r i v a d a s  d e  e t a n o l  18 h o r a s  a n t e s  d e  10s 
e x p e r i m e n t o s .  
-C 
La d i e t a  s o l i d a  d e  10s a n i m a l e s  t r a t a d o s  c o n s i s t i 6  e n  
a l i m e n t o  d e  l a b o r a t o r i o  93 %, t l a r u r o  d e  c a l i n a  1 %, ace i t e  d e  
"- 
malz  4 %, m e z c l a  d e  sales ( t i e g s t e d )  1 % y m e z c l a  d e  v i t a m i n a s  1 
%. L a  c a r n p o s i c i 6 n  del.  a l i m e n t o  d e  L a b o r a t o r i o  f u e :  
c a r b o h i d r a t o s  54 %, l Z p i d o s  19 % y p r o t . e Z n a s  1 7  % ! H o v e r i s  y 
col. ,  1 9 3 3 ) .  E l  c o n t e n i d o  e n e r g g t i c o  to t a l  d e l  r g g i m e n  f i n a l  
f ~ t e :  e t a n o l  21 %, c a r b o h i d r a t n s  50 %, l Z p i d o s  8 % y p r o t e l ' n a s  
11 %. La d i e t a  d e  10s a n i m a l e s  c o n t r o l  t u v o  u n a  c o m p o s i c i 6 n  
s e m e j a n t e ,  p e r 0  l a  e n e r g r a  s u m i n i s t r a d a  p o r  el e t a n o l  se 
r e e m p l a z 6  p o r  l a  s u m i n i s t r a d a  p o r  sacarosa. L a s  r a t a s  f u e r o n  
a n e s t e s i  a d a s  p o r  i n y e c c i  6n i n t r a p e r i  t o n e a l  d e  Nembutal  , SO 
mg/kg d e  p e s o .  
2 . 4 . 4 .  D e f i c i e n c i a s  en v i t a m i n a  g y s e l e n i o .  . 
Se u s a r o n  r a t a s  Wistar, r e c i e n  d e s t e t a d a s ,  c u y o  p e s o  
i n i c i a l  v a r i 6  e n t r e  35 y  45 g .  La c o m p o s i c i 6 n  d e  l a s  d i e t a s  
d e f i c i e n t e s  e n  v i t a m i n a  E y s e l e n i o  se m u e s t r a  e n  l a  t a b l a  2. 
2.4.5. E f e c t o  a n t i o x i d a n t e  de Lm p o l i f e n o l e s  w z g e t a l e s .  
@ 
Se u s a r o n  r a t o n e s  c e p a  S w i s s  c u y o  p e s o  o sc i lo  e n t r e  25 y  30 
g.  F u e r u n  r n a n t e n i d o s  c o n  a l i m e n t 0  d e  l a b o r a t o r i o  comercial y 
3 0 s  p o l i f e n o l e s  sc les a d m i n i s t r a r o n  p o r  i n y e c c i 6 n  
i n t r a p e r i t o n e a l  a n t e s  d e  10s e x p e r i m e n t o s .  Se u s 6  como 
a n e s t e s i a  U r e t a n o  12 % P / V  e n  d o s i s  d e  1 m 1 / 1 0 0  g d e  p e s o ) .  
Tabla 2. Composici6n de las dietas deficientes en vitamina E 
y selenio 
Rata Dieta 
(g / 100 g de peso) 
Deficiente en vi- 
tamina E y selenio 
Deficiente en vi- 
tamina E 
Deficiente en se- 
lenio 
Control 
b5sica:-levadura de torula 30.0 
-aceite de hfgado 
de bacalao 5.0 
-mezcla de sales 
(H. M. W. ) 5.0 
-mezcla de vitaminas 
(sin E ni A) 1 .O 
-sacarosa 59.0 
bgsica + 0.36 mg de selenio 
+ 3.0 mg de vitamina E 
bzsica + 0.36 mg de selenio + 
3.0 mg de vitamina E. 
2.5. Acividades enzimsticas. 
2.5.1. sperbxido dismutasa. 
Para determinar la actividad de esta enzima se midi6 
de adrenocromo, por autooxidaci6n de epinef rind (adrenalina) , 
que ocurre de acuerdo con la siguiente serie de reacciones 
(Misra y Fridovich, 1972) (DM3 es adrenalina, D es adrenocromoy 
Me es metal 1 : 
n+ 
D H 3 + M e  > D H ; + M e  (n-1)+ 
+ 
DH; 
+ O 2  - DH2 + 0; + H 
DH, + 0; + H+ DH' + H 2 0 2  
A 
D H 0 + O 2  D  + 0 + H+ 
D H 3 + 0 ; + 2 ~ +  , DH; + ~~0~ 
El mgtodo de medida usado se basa en la capacidad de la 
supergxido dismutasa de catal izar la dismutaci6n del ani6n 
d 
superoxido, inhibiendo la at-1tooxidaci6n de la epinefrina 
lreaccianes 51-55). 
Dadas las especiales caracterfsticas de la reaccidn de 
dismutacidn,'se defini6 una unidad de super6xido dismutasa como 
la cantidad de enzima que inhibe el 50% de la velocidad de 
formaciBn de adrenocromo a partir de epinefrina 1 mM (Boveris y 
col. 1983), calculada a partir de 10s datos obtenidos de un 
grbf ico como el que se muestra en la f igura 15, a y b. 
Se ctsd  un medio de reacci6n que contenra epinefrina 1 mM, 
glicina-NaQH 50 mM, pH 10. Ez importante considerar, que se us6 
pH alcalino, para que la reacci6n ocurra a velocidad medible y 
que a ese pH, la ynzima conserva la mayor parte de su actividad 
(Misra y Fridovich, 1972). La unidad enzimstica definida en 
esas condiciones experimentales, es equivalente a la llamada 
unidad Fridovich !Mac Cord y Fridovich, 19691, que se define a 
partir de la reduccio'n de citocromo C 1r:)pM. La adici6n de 
cianuro 1 mM al medio de reacci6n permiti6 evaluar 




FIGURA 15. Determinaci6n de la actividad de la super6xido 
dismutasa. (A) Los trazados muestran la varia- 
ci6n de la velocidad de formaci6n de adrenocro- 
mo por efecto de la adiciSn de allcuotas de 
muestra. (B) Re~resentaciSn grzfica de 10s valo- 
res obtenidos de A. La l5nea punteada indica el 
volumen de muestra que contiene una unidad de 
enzima . 
d e p e n d i e n t e  de' CLI-Zn d e  l a  d e p e n d i e n t e  d e  Mn. 
2.5.2. C a t a l a s a .  
La a c t i v i d a d  d e  l a  c a t a l a s a  se m i d i 6  
e s p e c t r - o f  otomgtr i c a m e n t e  a  240  nm p o r  1  a d e s a p a r  i ci  6n d e  
pero 'x ido  d e  h i d r g g e n a  d e l  medio d e  r e a c c i 6 n .  La enz ima  actcta 
ca ta l  i z a n d o  l a  r e a c c i g n  33, (Chance  y c o l . ,  1979). La v e l o ~ i d a d  
t o t a l  d e  l a  r e a c c i G n  ests d e t e r m i n a d a  p o r  l a  v e l o c i d a d  d e  l a  - 
r e a c c i a ' n  34, y s u  e x p r e s i o ' n  es l a  s i g u i e n t e :  
Como el p e r 6 x i d o  d e  h i d r 6 g e n o  se a d i c i o n 6  e n  exceso, l a  
e x p r e s i 6 n  d e  ' l a  v e l o c i d a d  t o t a l  se r e d u c e  a l a  d e  una  r e a c c i 6 n  
d e  s e u d o p r i  m e r  o r d e n :  
-d!H202!/dt = k '  x ( c : a t a l a s s1  
E x p e r i m e n t a l m e n t e  se d e t e r m i n g  l a  c o n s t a n t e  d e  s e u d o p r i m e r  
o r d e n ,  k '  , m i d i e n d o  l a  d e s a p a r i c i & n  d e   ergx xi do d e  h idrGgeno  a 
-1 -1 2 4 0  nm IE = 40 M c m  ) (Chance,  1 9 5 4 ) .  E l  v a l o r  d e  k = 4 , 6  x 
10 M - ' s - ~ ?  ( S i e s  y col . ,  1 9 7 3 ) ,  se u s 6  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  
c o n c e n t r a c i & - i  d e  c a t a l a s a  en  l a  f r a c c i 6 n  e n  e s t u d i u .  La 
c o n c e n t r a c i 6 n  d e  c a t a l a s a  se expres6 como nmoles  d e  hem0 o P 
nmoles  d e  c a t a l a s a  ( c a d a  u n i d a d  d e  c a t a l a s a  esta  compues t a  p a r  
c u a t r n  u n i d a d e s  d e  hemo) par- g  d e  t e j i d o .  
E l  media  d e  r e a c c i g n  u s a d n  c o n s i s t i ;  e n  s o d i q - p o t a s i o  
f o s f a t o  50 mM, pH 7 .2 ,  per6:.:ido d e  h i d r 6 g e n o  2 mM, Triton-XIOO 
1 % y protel'c-ta en Lrna c o n c e ~ 3 t r a c i 6 n  e n t r e  0 . 1  y (2.3 mg/ml. 
2.5.3. ~ l u t a t i 6 n  per-oxidasa. 
La a c t i v i d a d  de es ta  enzima se m id i6  
espectrofotomt!5tricamente s igc~iendo l a  desaparic i t in de NADFH a 
340 nm. Las reacc iones 37-39 fundamentan e l  mgtodo de medida 
(F lohe y Gunzler, 1984). Las reacciones 37 y 38 son 
c a t a l  izadas por l a  g l u t a t i 6 n  peroxidasa, mientras que l a  
reacc idn  39 es ca ta l i zada  por l a  enzima g l u t a t i d n  reductasa. 
Acoplando l a  reacc idn  39 a l a s  reacciones 37 o 38 , se 
consigue que l a  g l u t a t i 6 n  peroxidasa t r a b a j e  a sa turac ibn  de 
sus t ra to ,  por  l o  que de acuerdo con l a  estequiometrZa de l a s  
reacc iones l a  cant idad de NADPH que se e s t d  oxidanda es 
eqctivalente a1 per&:ido que se oxida. Como hay 2 enzimas con 
a c t i v i d a d  de g l u t a t i d n  peroxidasa, una que cont iene se l en i o  y 
que u t i l i z a  per6x ido  de hidrogeno y perbx idos org&-iicos como 
sus t r& to  y  o t r a  que no cont iene se l en i o  y usa 5610 perbx idos 
6rganicos (g lu ta t i o 'n  t rans ferasa)  , e l  uso d i f  e renc i a l  de HZ02 o 
de per&-:idos brganicos, permi t i c 5  evaluar l a  a c t i v i d a d  de cada 
una de es tas  enzimas. Asi usando H202 como sus t r a to  se m id i6  
l a  a c t i v i d a d  de l a  enzima dependiente de se lenio,  mientras que 
usando hidra'peroxido de t - b u t i  l a  IEOOH) se m id i6  l a  act iv idada 
de ambas enzimas, e l  va l o r  de l a  a c t i v i d a d  de l a  enzima no 
dependiente de se l en i o  se de.t.ermin6 por sctstracci6n. Se us6 un 
medio de reacc ign  que estaba campuesto por: g l u t a t i 6 n  0.17 mM. 
2 U/ml de g l u t a t i 6 n  reductasa y 0.5 mM de per6x ido (EOOH o 
4 * 
H202). La a c t i v i d a d  se exprestr, en unidades de enzima por g de 
t e j i d o ,  de f in iendo  como unidad de q l u t a t i 6 n  peroxidasa l a  
c a n t i d a d  d e  enz ima  q u e  c a t a l i z a  l a  d e s a p a r i c i 6 n  d e  1 ,umol  d e  
NADPH p o r  minu to .  
2.5.4. E n i i m a s  m a r c a d o r a s  d e  d a n o  h e p s t i c o .  
La a c t i v i d a d  d e  e s t a s  e n z i m a s  se d e t e r m i n g  e n  s u e r o ,  
o b t e n i d o  a  p a r t i r  d e  s a n g r e  e x t r a l ' d a  p o r  pcrnci6n c a r d l ' a c a  y 
c e n t r i f u g a d a  p a r a  p r e c i p i t a r  eri t roc i tos .  Se m i d i e r o n  l a s  
e n z i m a s  1  &t ic0  d e s h i d r o q e n a s a  (LDH) , g l u t ~ m i c o - . o > : a l  & z e t i c o  
t r a n s f  erasa (GOT) y g l c t t ~ m i c a - p i r u v a t o  . t r a n s +  e r a s a  IGPT) . L a s  
a c t i v i d a d e s  se e x p r e s a n  como u n i d a d e s  d e  a c t i v i d a d  e n z i m s t i c a  
p o r  l i t r o  d e  s a n g r c .  
2.6. O t r a s  d e t e r m i n a c i o n e s .  
2.6.1. Medida & 1_;\ p r 0 d u c c i 6 ~  & a n i a n  s u p e r 6 x i d o .  
La medida  d e  l a  v e l o c i d a d  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  a n i 6 n  s u p e r 6 x i d o  
se l l e v B  a  c a b o  t e n i e n d o e n  c u e n t a  105 m i s m o s  p r i n c i p i a s  
/ 
tedricos q u e  p a r a  l a  medida d e  s u p e r 6 > : i d o  d i s m u t a s a ,  p e r 0  
m o d i f i c a n d o  l a5  c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s .  La o x i d a c i e n  d e  l a  
e p i n e f r i n a  se r e a l i z o '  e n  ctn rnedio q u e  c o n t e n l ' a  p o t a s i o  c l o r u r o  
120  mM, p o t a s i o  f n s f a t o  30 mM, EDTh 1 mM, e p i n e f r i n a  1 mM, pH 
7.2. En e s t a s  c o n d i c i o n e s  se d i s m i n u y b  a un mfnirno l a  v e l o c i d a d  
d e  a u t o o x i d a c i 6 n  d e  l a  e p i n e f r i n a ,  s i e n d o  5610 o x i d a d a  p a r  el 
a n i 6 n  st iper&-:ido q u e  era p r o d u c i d o  p a r  el s i s t e m a  b a j o  e s t u d i o  
( F i g t t r a  16). El. a g r e g a d o  d e  s u p e r 6 x i d o  d i s m u t a s a  0.5 ,c tM,  r e d u j o  
l a  v e l o c i d a d  d e  f ormac i6n  d e  ad renoc ramu  a cero (Figcrra  161 ,  
c o r r o b o r ~ n d o s e  d e  esta manera 1 a  p a r t i c i p a c i 6 n  d e l  a n i 6 n  
s u p e r 6 x i d o  o x i d a n d o  a l a  e p i n e f r i n a .  
La v e l o c i d a d  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  a n i 6 n  s c \ p e r 6 x i d o  se e x p r e s d  e n  
nmoles  p o r  m i n u t o  p o r  g  d e  t e j i d o  o mg d e  p r o t e z n a .  
Formaci6n 
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FIGURA 16. Producci6n de ani6n super6xido medida como formaci6n de 
adrenocromo. SOD= super6xido dismutasa. 
2.6.2. Medida s. c o n t e n i d o  d e  g l u t a t i o n .  
El c o n t e n i d o  d e  g l u t a t i g n  to t a l  (GSH + 2 GSSG) se d e t e r i n i n 6  
s i g u i e n d o  el rngtodo p r o p u e s t o  p a r  T i e t z e  ( 1 9 6 9 ) ,  c u y o  P 
fundamen to  tegrico 5e expone  e n  l a5  s i g u i e n t e s  r e a c c i o n e s  
(Owens y B e l c h e r ,  1965): 
GSH + ArSSAr GSSAr + ArSH 
ArSH , A ~ S -  + H+ 
En l a s  r e a c c i o n e s  a n t e r i o r e s  el A r S S A r  r e p r e s e n t a  a 1  g c i d o  
5 , s " - d i  t i o - b i s -  12-ni t r o b e n z o i c o )  (DTNB) y A r S -  es 5 u  i 6 n  
c o l o r e a d o .  
E l  m&todc  ctsado corrtenm6 c o n  l a  p r e c i p i t a c i e n  d e  l a s  p r o t e l n a s  
d e l  h o m o g e n e i z a d o  c o n  s c i d o  p e r c l 6 r i c o  1%. A 1  s o h r e r i a d a n t e  se 
le a d i c i o n h  g l u t a t i h n  r e d u c t a s a  ( 1 2  U / m l )  y DTNB 10.15 m M ) .  Se 
midi; e s g e c t r o f  o t o m & r i c a m e n t e  1 a a p a r i c i 6 n  d e  calor a 412 nm. 
- 
' L a  c o n c e n t r a c i g n  d e  g l u t a t i g n  se e:.:presn coma prnoles p o r  g ramo - 
drr t e f i d n .  
2.6.5. Medida  & la f o r m a c i 6 n  & m a l o n d i a l d e h i d o .  
E l  m a l o n d i a l d e h i d o ,  r e a c c i o n a  c o n  g c i d o  t i o b a r b i t 6 r i  co p a r a  
d a r  un  c o m p u e s t o  c o l o r e a d o ,  c u y o  m z x i m o  d e  a b s o r b a n c i a  se 
l o c a l i z a  e n t r e  5 2 5  y 535 nm ( B i r d  y D r a p p e r ,  1984; E r n s t c r  y  
N o r d e n b r a n d ,  1 9 6 ' 7 ) .  E l  h o m o g e n e i z a d o  d e  h z g a d o ,  se p r e p a r 6  e n  
un  m e d i a  q u e  c o n t e n i a  p o t a s i o  c l o r u r o  140 mM, p o t a s i o  f o s f a t o  
20 mM, pH 7.3. S e  a j u ~ t g  l a  r o n c e n t r a c i 6 n  d e  p r c j t e r n a s  1 mg/ml. 
0 
Se incc tbo  el hclmogeneizado a 37OC d u r a n t e  2 h o r a s ,  se t o m 6  u n a  
a1 l ' c u o t a  d e  0 . 3  rnl , se l a  d i  l u y 6  a 2.5 m l  c o n  a y u a  d e s t i  l a d a  y 
se le  a g r e g G  1.5 m l  d e  aycido tr-ic1aroacci;tico I[:) % V / ? J y  a r:,"C. P 
A 1  c a b o  d e  1 h o r a  se c e n t r i f r . t g 6  a 500 y  d u r a n t e  10 m i n u t o s  y se 
- 
0 
t o m a r o n  2 m l  d e l  s n b r e n a d a n t e ,  a 10s q u e  se a g r e g o  2 rnl d e  u n a  
s o l u c i 6 n  d e  & i d 0  t i o b a r b i t c i i - i c o  0.67 % P / V  y se i n c u b &  d u r a n t e  
10 m i n u t o s  a 1 0 0 ~ ~ : .  Se enf r . i ;  l a  s o l u c i 6 n  y  se d e t e r m i n 6 ,  
d e n t r o  d e  10s 15 rr t inutos,  l a  a b s o r b a n c i a  a  535 nm ( E E= 156 mM - 1 
- 1 
c m  ). La c a n t i d a d  d e  m a l o n d i a L d e h i d o  p r - e s c n t e  se e x p r e s 6  e n  
n m o l e s  p o r  mg d e  p r o t e z n a .  
0 
2.6.4. Medida dcg 1 2  for rnac ion  d e  d i e n o s  conictqados.  
La f  o rmaci  6n d e  d i  e n o s  con  j u g a d o s  e n  homogenei z a d o s  d e  
hCgado, f u e  s e g u l d a  espectrofotom~tricamente e n t r e  230  y 2 3 5  nm 
( D i  L u z i o ,  1 9 7 3 ) .  A estas l o n g i t u d e s  d e  onda  10s pe ro 'x idos  
L 
1  i p c d i c o s  p r e s e n t a n  un m a x i m 0  d e  a b s o r c i 6 n  (Recknagel  y Glende ,  
1 9 8 4 ) .  La c a n t i d a d  d e  d i e n o s  se e x p r e s 6  como nmoles  d e  
h i d r o p e r d x i d o  p a r  mg d e  p r o t e c n a .  
r) L. 6.5. Ueterminac iGn & p r o t e $ n a s .  
La c a n t i d a d  d e  p r o t e z n a s  p r e s e n t e s  e n  c a d a  f r a c c i G n  se 
e v a l u 6  u s a n d o  el r e a c t i v o  d e  F o l i n - C i c a l t e a u  (Lowry y c o l . ,  
1951)  y albGmina d e  s u e r o  b o v i n o  como t e s t i g o .  
2.7. Droqas  y r e a c t i v o s .  
2.7.1. P o l i f e n o l e s  v e g e t a l e s .  
S e  u s a r o n  p a l  i f  e n o l e s  v e g e t a l e s  ai sl a d o s  y c a r a c t e r i z a d o s  
e n  el IBUIMEFA ( ~ a t e d r a  d e  Farmacognosi  a,  F a c u l  t a d  d e  Farmaci  a  
y BioquEmica,  U n i v e r s i d a d  d e  Buenos A i r e s ) .  L a s  r e f e r e n c i a s  / 
& 
b i b l i o g r a ' f i c a =  acerca d e  s u  a i s l a m i e n t o  y c a r a c t e r i z a c i o n  
pueden ser consctl  t a d a s  e n  F r a q a  y col . , (1984) .  Lo5 p o l  i f  e n o l e s  
u s a d o s  p e r t e n e c e n  a 2 grupos :  f l a v o n o i d e s  y & i d 0 5  
c a f  eoi 1 q u f n i c o s .  Los f  l a v o n o i d e s  e s t u d i a d o s  se  a g r u p a n  d e  
a c u e r d o  con  s u  e s t r u c t u r a  quSmica, en: 
a) f l a v o n a s :  p e d a l  i t i n a ,  a p i g e n i n a ,  r o i f  o l i n a ,  genkwanina ,  
5 , 6 , 3 - t r i h i d r o : ~ : 1 - 7 , 4 ~ - d i m e t 0 : ~ : 1 f  lavona. 
b) f lavanonas: eriodictiol, 7,4" -dihidroxi-5-metoxif lavanona. 
c) flavonoles (aglucones y sus gluc6sidos): rutina, ombu6sid0, 
galangina-3-metil-eter, quercetina, quercetina-3-metil-eter, 
canferol, quercitrina. 
dl chalconas: 4, 2 \ 4 " - t r i h i d r 0 x i - 6 ~ - r n e t o ~ : i c h a 1 ~ o n a .  
e) catequinas: (+- I  -catequina. 
Lo5 Scidos cafeoilqu~nicos empleados fueron: cafeico, 
clorog6nico (monocaf eoi 1 qucnicol. , i soclorog&~ico y 
3,4-dicaf eoi lqu2nico. 
Las estructuras qusmicas de algunos de estos compuestos 
(10s que f~teron ensayados 12 vivo) se muestran .en la f igctra 17. 
2.7.2. Drggag y yeactivos comerciales. 
Vitamina E (0-w-tocoferol) , Tris, epinefrina bitartrato, 
ci tocroma c, Triton X-100, NADPH, glutati6n reductasa de 
levadura, glutatidn reducido, super6>:ido dismutasa, k i d 0  
* 
5,5"-ditio-bis-nitrobenzoico, albumina de suero bovino, 
vitamina A (retinal palmi tato-tip0 IV) , f + )  -cyanidanal-3 
( I + )  -cateqcti. na) , eran marca Sigma (Sigma Chemical Go., Saint r 
4 
Louis, U.S.A. 1 .  Barbital sodico (5,5" -dietilbarbiturato de 
sodiu), .reactive de Foiln-Cicalteau, eran marca Merck (Merck, 
Darmstadt, Alemania). ~idro~er6xido de t-butilo era marca 
Aldrich (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, U.S.A. ) ,  
~dmeti lsulf&xido.era marca f luka (Suiza) . Uretano era marca BDH 






FIGURA 17. Estructura quimica de polifenoles vegetales. 
( A r g e n t i n a ) .  Pe rGx ido  d e  h i d r 6 g e n o  era marca B a k e r  ( R a k e r  
Chemical  Co. Ph i  11  i s b u r g .  U. S. A. 1 .  Nembutal era marca Abbot 
(Abbot L . a b a r a t o r i e s ,  Nor th  Chicago ,  U.S.A. 1 .  EDTA e r a  marca 
C a r l o  E r b a  ( A r g e n t i n a ) .  L a s  v i t a m i n a s  y l a s  sales p a r a  l a  d i e t a  
d e  l a s  ra tas  a l c o h 6 l i c a s  e r a n  marca ICN ( L i f e  S c i e n c e  Group, 
C l e v e l a n d ,  U.S,A.). 
L a s  a c t i v i d a d e s  d e  l a s  e n z i m a s  LDH, GOT y GPT se d e t e r m i n a r o n  
u s a n d o  un e q u i  p a  d e  d e t e r m i n a c i  o n e s  comerci a1 d e  L a b o r a t o r i o s  
R o e h r i n g e r  ( A r g e n t i n a ) .  Los  demgs r e a c t i v o s  y d r o g a s  u s a d o s  
f u e r o n  d e  g r a d o  a n a l f t i c o .  
2.8. ~ s t a d ' j s t i c a  y_ e:..presiGn de los r e s c t l t a d o s .  
- 
L o s  r e s u l t a d o s  5e e x p r e s a r o n  como media m 6 s  error s t a n d a r d  
d e  l a  media (R 2 ESM) . En algctnos casos se e x p r e s a r o n  
r e s u l t a d o s  como media  mss d e s v i a c i h  s t a n d a r d ,  e n  esos casos se 
@ 
e s p e c i f  i co  s u  uso .  El a n s l i s i s  e s t a d c s t i c o  d e  1 0 s  r e s u l t a d o s  se 
h i z o  u s a n d o  el test " t "  d e  S t u d e n t  p a r a  comparar  2 r n u e s t r a s  y 
el an21 i si s d e  1  a v a r i  a n z a  (ANOVA-Test, Texas  I n s t r u m e n t s )  p a r a  
comparar  mgs d e  2 m u e s t r a s .  
Resultados 
I, DETERMINACIONES DE LAS CONDICIONES OPTIMAS 
DE FUNCIONAMIENTO DEL CONTADOR DE FOTONES 
2, QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO 
4 
3 .  Q ~ t i m i o l q m i n l s c e n c i  a d_g s i - s t e m a s  p ioXog icos .  
3.1.  ~ e t e r m i ~ ~ c i < n  d e  - - l a5  -- c n n d i c i o n e s  . pp gptimas d e  - f u n c i o n a m i e n t o  
d e l  c o n t a d c r  d-9 f o t o n e s .  
P a r a  l a  p u e s t a  e n  f u n c i o n a m i e n t o  d e l  c o n t a d o r  d e  f o t o n e s  se 
l l e v a r o n  a c a b 0  una  serie d e  o p e r a c i o n e s  a f i n  d e  e s t a b l e c e r  
10s v a l o r e s  a d e c u a d o s  d e  v o l t a j e  a p l i c a d o ,  u m b r a l e s  d e  
d i  s c r i a i n a c i 6 n  y e f  i c i e n c i a  d e  c o n t e o ,  ~ t t i  1 i z a n d o  s i s t emas .  d e  
e m i  si 6n c o n o c i d a .  
3 .1 .1 .  Vol ta je  *l icado .  
El  v o l t a j e  m & : i m o  que puede  a p l i c a r s e  s o b r e  el f o t o t ~ r b o  
u s a d o  es d e  -2280 V. A p l i c a n d o  d i s t i n t o s  v o l t a j e s ,  se 
o b t u v i e r n n  10s v a l o r e s  d e  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  que  se m u e s t r a n  
e n  l a  f i g u r a  18.  E s t o s  v a l o r e s  f u e r o n  o b t e n i d o s  a  p a r t i r  d e  una  
f u e n t e  e m i s n r a  d e  f o t o n e s  d e  i n t e n s i d a d  c o n s t a n t e  ( H a s t i n g s  y 
Weber, 1 9 6 3 ) .  E5 d e  h a c e r  n o t a r  que  si b i e n  esta f u e n t e  p r o d u c e  
4 5 
e m i s i o n e s  a l t a s  (10 -10 c p s ) ,  10s r e s u l t a d o 5  o b t e n i d o s  n o  
f  u e r o n  s i g n i f  i c a t i v a m e n t e  d i s t i n t o s  que  cuando  se t r a b a j &  con  
2 3 
f g e n t e s  d e  b a j a  e m i s i 6 n  ( 1 0  -10 c p s )  , como f u e  el caso d e  10s 
sistemas b i o l G g i c o s  e s t u d i a d o s .  Luego se m i d i 6  el n i v e l  d e  / 
c o r r i e n t e  a s c u r a  Cru ido)  , d e t e r m i n k d o s e  el v a l o r  d e  v o l  t a j e  
6 p t i m o  p a r a  el c u a l  se o b t i e n e  l a  mejor r e l a c i g n  s e n a 1 : r u i d o .  
En l a  f i g u r a  18 se m u e s t r a n  1 0 s  v a l o r e s  o b t e n i d o s  p a r a  es ta  
4 
r e l a c i n n ,  r e s u l t a n d o  -1300 V el p o t e n c i a l  a1 c u a l  5e o b t i e n e  l a  
m e  j or. 
FIGURA 18. Quimioluminiscencia en funci6n d e l  v o l t  a j  e aplicado . Se 
midi6 l a  emisi'on de  una fuente  constante  ( 0 ) .  y la  corrien- 
t e  oscura (0). Los umbrales de discriminaci.611 se f i j a r o n  
en 2 y 6 ,  e l  i n f e r i o r  y e l  super io r  respectivamente 
3.1.2. Rango &e discriminaci6n. . 
I 
De acuerdo con lo expl jcado en 1 a secci6n 2.1.3. y usando 
unr voltaje de -1300 V, se determind la posici6n de 10s umbrales 
de discriminaci6n que produczan la mejor sefial (umbral 1, valor 
2 y umbral 2, valor 6 ) .  En la figura 19 se pueden observar 10s 
resultados obtenidos para la medida de la emisi6n d e  una fuente 
FIGURA 19. Q u i m i o l u m i n ~ s c e n c ~ a  de una f u e n t e  cons t an te  en funcibn d e l  vo l -  
t a j e  ap l i cado  a d i f e r e n t e s  umbrales de  d iscr iminac ibn;  2 ( 1 ) .  
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de intensidad constante, variando la posici6n del umbral de 
discriminaci6n 1 entre 10s valores 2 y 4, y aplicando sobre el 
fototubo diferencias de potencial entre -900 y -1700 V. Se 
observs que si bien no existfan diferencias significativas 
entre la5 tres curvas (Figura 191, es con el valor 2, con el 
que se obtuvo mayor sensibilidad. La p~Sici6n del segundo 
umbral. de discriminaci6n no cambig signif icativamente 10s 
valores de emisi6n registrados. 
7 
.2.1.3. Eficiencia - del - contador de - fotones. 
Para determinar la eficiencia del contador de fotones se 
utilizaron dos sistemas de emisi6n conocida: la emisidn de 
semillas de soja y la emisibn de la reacci6n entre citocromo c 
y H202. 
7 T 
.:I.l..>.l. Ruimioluminiscencia de semillas de soja. 
Se midi6 la emisi6n de semi 1 la5 de soja secas y 
humedecidas. Se registr6 una emisi6n de 90 cps para la5 
semillas secas y de 480 cps para las humedecidas con aqua 
(Figura ,20)  . 
- 
.3.1.3.2.' Ruimioluminiscencia del - sistema citocromo c-per6xido 
de hi dr6qeno. 
-
La adici6n de HZ02 a un sistema conteniendo citocromo c, 
produce una emisign de fotohes que e5 dependiente de la 




Apertura del obturador 
FIGURA 20. Quimioluminiscencia de semillas de soja secas y 
humedecidas con H20. 
En l a  f i g u r a  Z1A se o b s e r v a  un t r a z a d o  d e  l a  
qu imio lc rminiscenc i  a  o b t e n i d a  cuando  se mezcl6  c i t o c r o m o  c 7 )AM 
y HZ02 5 mM. En l a  f  i g u r a  21B, se o b s e r v a  que  l a  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  aument6 1 i n e a l m e n t e  con  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  
citocramo. 
3.2. Q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  c& hcqada .  
7 L.. 2 . 1 .  Q u i m i o l ~ t m i n i c , c e n c i a  d e  --  h l ' e o  medida i n  s i t u .  
-- -- -
7- .~.2.1.1. Emis i6n  e spon t$nea  d e  higaddo d e  r a t a  y ra to 'n .  
- --- --- - - - --.- 
CITQCROMO c (uM) I 
FIGURA 21. Quimioluminiscencia de  citocromo c i n i c i a d a  ;or perdxido de  hidrbgeno. A) t r a z a d o  
de quimioluminiscencia  l n i c i a d a  pgr l a  ad i c i6n  d e  H202 a un medio de  reacc iSn  con- 
teniendo citocromo 5; B) e f e c t o  d e ' l a  'concentracibn de citocromo sobre  l a  emi- 





En condiciones f is.iol6gicas 10s tejidos aer6bicos emiten 
fotones. La emisi6n espont&ea del hzgado de ratas o ratones 
pudo ser medida in situ e 1 3  vivo. De esta medida se obtuvo un 
2 
valor de emisisn de 24 2 2 cps/crn para el hzgado de rata. 
, Estos valores de fotoemisi6n son dependientes de* la edad del 
animal (Varsavsky, 1983) y de la disponibilidad de oxzgeno en 
el tejido (10s h2gados de animales muertos no emiten). 
La superf icie hepstica a partir de la cual se pidie esta 
2 - 
emisi6n era del orden de 5 cm y el peso de las ratas usadas de 
220 + 5 g. Los hTgados de ratones presentaron una emisi6n de . 
2 109 f 6 cps/cm . En este caso la superf icie de emisi6n fue del 
orden be 1 cmZ y el peso de 10s animales de 25 f 1 g .  
3.2.1.2. Espesor activo de la emisi6n. 
- -
El hecho que la quimiol~iminiscencia de superf icie mida 
fotones generados en las capas eeternas del Grgano, hizo 
necesario conocer el espesor de tejido a partir del cual se 
generan 10s fotones detectados. Para ello se midi6 
espectrofotometricamente la absorbancia de cortes de tejido de 
distinto espesor a diferentes longitudes de onda: 500, 550 y 
650 nm. Estas longi-tudes de onda se eligieron, como veremos en 
la secci6n 3.2.1.3.) ya que la mayor parte de la emisi6n medida 
tiene esa energfa. Los resultados obtenidos e s t h  presentados 
en la figura 22. La absorbancia del tejido no es 
significativamente diferente a las tres longitudes de onda 
estudiadas, pudi&dose por lo tanto considerar una Gnica recta 
FIGURA 22. Absorbancka.de co? tes .de  hlgado de d i f e r e n t e  espesor,  medidi 
a  d i s t in tas .  longi tudes 'de '  onda: 500 nm (01, 600 nm (a) y 65( 
nm 
En l a  f i g u r a  23 se pueden observar es tos  mismos resu l tados 
expresados en t rasmitancia.  De l a  i n t e g r a l  b a j o  l a  curva, se 
obtuvo un v a l o r  de l  espesor ac t i vo ,  o sea de l  espesor de l  cua l  
procede l a  ernisidn, de 90 prn. Considerando que un hepatoc i to  
t i e n e  un d ismetro de 25 ,urn, l a  emisi6n reg i s t r ada  provendr ia de 
hasta  4 capas de cg lu las .  
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FIGURA 23. Transmitancia de c o r t e s  de hlgado. EL Qrea rayada 
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esprsn tanea .  
La i d e n t i f  i c a c i g n  d e  l a s  e s p e c i e s  emisoras es un r e q u i s i t a  
e s e n c i  a 1  p a r a  el cctnocimi e n t o  d e  1 a s  r e a c c i o n e s  i n v o l  ~ t c r a d a s  e n  
@ 
e s a  e m i  si on. 
[.-as p o s i b l e s  e s p e c i e s ;  e x c i t a d a s ;  que se forman e n  s i s t r m a s  
b i o l 6 g i c o s  s o n  el os:?gena s i n g u l e t e ,  c u y a s  p r i n c i p a l e s  b a n d a s  
d e  e m i s i & n  se l o c a l i x a n  a 634, 703 y 1268 nm, y los  g r u p o s  
carbonilo exci tados con bandas de emisign a 420-460 nm. Para la 
identificaciGn de estas especies, se estudig el espectro de la 
quimialuminiscencia medida. Se usaran f i ltros de corte que 
absurben a 560, 6UO y 715 nm, obtenigndose lo5 resultados 
mostrados en la figura 24. 
LONGITUD DE ONDA (nm) 
FIGURA 24. Distribuci6n espectral de la quimioluminiscencia 
espontgnea y estimulada por CC1 de hlgado de ra- 4 t6n. Quimioluminiscencia espontanea (-); esti- 
mulada por CC14 (---- 1. 
De estas resultado5 se i n f  iere que el 95 % de la emisi6n se 
m i d i 6  a l o n g i t u d e s  d e  onda mayores  que  600 nm. D e  este 95 %, el 
50 % (48 % d e  l a  e m i s i g n  t o t a l )  se d e b e r p a  a  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  
f  o t o n e s  g e n e r a d o s  e n  1 a  d e s e x c i  t a c i 6 n  dim01 d e l  oxzgeno  
s i n g u l e t e  ( b a n d a s  a  l o n g i t u d e s  d e  onda e n t r e  600 y 7 1 5  nm) .  El 
resto d e  l a  e m i s i d n  medida,  d e b a j o  d e  10s 600 nm, 5e d e b e r r a  a 
l a  d e s e x c i t a c i 6 n  d e  c a r b o n i l o s  e x c i t a d o s .  La e m i s i & n  monomol 
d e l  c>xzgeno s i n g u l e t e  (1268  nm) no  puede  ser d e t e c t a d a  con  el 
f o t o t u b o  empleado ,  que  e5 s e n s i b l e  h a s t a  900 nm. 
3.2.2. B u i m i o l u m i n i s c e n c i a  . d e  - f  r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  .- d e  
higadts.  
--
S e  m i d i ~  l a  q u i m i o l u m i n s c e n c i a  d e  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  
i n i c i a d a  p o r  BOOH d e  a c u e r d o  con  el esquema e x p e r i m e n t a l  
d e t a l l a d o  e n  l a  s e c c i 6 n  2.2.2. Los  n i v e l e s  d e  e m i s i b n  fuer-on 
d e p e n d i e n t e s  d e  l a  f  r a c c i 6 n  ~ t t i  l z a d a ,  d e  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  
p r o t e z n a s d e  l a  f r a c c i g n  y d e  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  h id rope r6 , : i do  
a d i c i o n a d a .  
En 1  a f i yur-a 25 se pueden o b s e r v a r  t r a z a d o s  d e  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  humoyeneizados,  m i  t o c o n d r i a s  y 
microsomas d e  hggado d e  r a t a ,  l u e g o  d e  l a  a d i r i 6 n  d e  BOOH. La 
e m i s i 6 n  se modif ic6 v a r i a n d o  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  p r o t e f n a s  e n  
l a  f  racc:i$n y l a  c a n t i d a d  d e  h i d r o ' p e r o x i d o  a d i c i o n a d o  (F ' igura  
2 6 ) .  N o  se n b s e r v a r o n  d i f e r e n c i a s  c u a l i t a t i v a s  cuando  5e 
t r a b a j 6  con  hggado d e  r a t b n .  
D e  a c u e r d o  con  Zos r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  e n  t o d o s  105 
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FTGUW 25, Quimioluminisce~cia de fracciones subcelulares de higado de 
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1 mg/ml en homogeneizados y mi tacondrias y 0.25 mg/ml en 
microsomas. Las concentracianes de protegna usadas si bien no 
produjeron la emisi6n mzs alta, trabajanda con ellas se evit6 
la precipitaci6n durante el tiempo de medida y 5e pudieron 
obtener buenas medidas luego de la adici6n del hidroper6xido. 
Es impartante considerar la temperatura a la cual se llevan a 
cabo 105 experimentos, que en este caso fue de ~ Z ~ C .  A 
temperaturas menores la emisi6n disminuyd significativamente. 
FIGURA 26. Dependencia d e  l a  quimioluminiscencia i n i c i a d a  por  hidroper6xido 
de t - b u t i l o  con l a  concentraci6ndeproteinas (A) y con la  concen- 
t r a c i 6 n  de  hidroper6xido ( B ) ,  en homogeneizados ( o ) ,  mitocondrias  
(a) y microsomas (A) de hlgado de  rata. 

4. I n t o x  i c a c i 6 n  con  -- t e t r a c l o r u r o  d e  c a r b o n o .  
-- -- 
4.1.  Bu i .mio lumin i=cenc i a  & ~ ~ ? g a d ~  &e r a t 6 n .  
4.1.1. ~ m i s i 6 n  E3pfif~t&iea e l  hgqado.  
Se m i d i 6  l a  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  h f g a d o  d e  r a t d n  d e  
a c u e r d o  c o n  el p r o c e d i m i e n t o  e x p l i c a d o  e n  l a  s e c c i 6 n  2.2.1. La 
e m i s i 6 n  e spon ta ' nea  d e l  h r g a d o  d e  10s r a t o n e s  fcre d e  l c l ?  k 6 
2 
cps / cm d e  s u p e r f i c i e  h e p g t i c a  e x p u e s t a .  
La i n y e c c i g n  i n t r a p e r i t n n e a l  d e  CC14 p r o d u j o  un aumen to  d e  
l a  emis io 'n ,  e n t r e  10s 30 y  80 s, p o s t e r i o r e s  a l a  
a d m i n i s t r a c i 6 n  d e  l a  d r o g a  l F i g u r a  27) .  
H 
1 min 
FIGURA 27. Quimioluminiscencia espontgnea y estimulada por tetracloruro 
de carbono de hlgado de rat6n medida in situ. 
-- 
L a s  aumen tos  d e  e m i s i s n  f u e r a n  p r o p o r c i o n a l e s  a l a  d o s i s  d e  
CC14 i n y e c t a d a  ( F i g u r a  28). 
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FIGURA 28. Efecto del CC1 sobre la quimioluminiscencia de h5gado 
de rat&, medi$a -- in situ. 
D e  a c u e r d a  con  1 0 s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  se us; coma d o s i s  
d e  e x p e r i m e n t a c i 6 n ,  e n  l a s  d i s t i n t a s  s i t u a c i o n e s  a e s t u d i a r ,  
0.5 m l  d e  CCL4/100 g  d e  p e s o  c o r p o r a l .  E s t a  d o s i s  p r o d u c e  un 
aumento  d e  l a  e m i s i 6 n  f i s i o l 6 g i c a  d e  hzgado  d e  rat& d e l  6 4  %, 
s o b r e  1 0 s  v a l o r e s  c a n t r o l ,  tomando el p u n t o  d e  m g x i m a  
4.1.2 .  Emis i6n  e ~ p o n t s n e a  &e h l q a d o  d e  r a t 6 n  d e t e r m i n a d a  en 
fo rma  f r a n s c u t b n e a .  
Se nlidio', l a  q u i m i a l u m i r t i s c e n c i a  d e l  h$gado  d e  r a t o n e s  s i n  
a n e s t e s i a r  d e  a c u e r d a  c a n  l o  e x p l i c a d o  e n  l a  s e c c i G n  2.2 .1 .  L o s  
v a l o r e s  n b t e n i d o s  e n  estas  d e t e r m i n a c i o n e s  se m u e s t r a n  e n  l a  
t a b l a  3. 
TABLA 3. QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO Y DE INTESTINO 
Quimioluminiscencia 
Zona HEpatica Zona Intestinal 
Organo Expues to 
+ CC14 
A travzs del mGsculo abdominal 
Los nGmeros entre pargntesis indican nGmero de animales experimen- 
tales. 
La e m i s i 6 n  e s p u n t s n e a ,  medida a t r a v g s  d e  l a  p i e l ,  
disminuy;  un 20 % y  medida a  t r a v g s  d e l  mcrsculo abdomina l  l o  
h i z o  e n  un 10 %, c a n  r e s p e c t 0  a l o s  v a l o r e s  a b t e n i d o s  p a r a  el 
4 
mismu a n i m a l  con  el o r g a n a  e x p u e s t o .  Y a  q u e  l a  a n e s t e s i a  e r a  
a d m i n i s t r a d a  a n t e s  d e  l a s  medidas  h e c h a s  a t r a v e s  d e l  m6sculo  
a b d o m i n a l ,  se p u e d e  i n f e r i r  q u e  n o  hubo  e f e c t o  d e  l a  a n e s t e s i a  
4 
s o b r e  l o s  v a l o r e s  d e  e m i s i o n .  S i m i l a r e s  r e s u l t a d o s  se 
o b t u v i e r o n  a 1  niedir  quimi ol~rrr i in i  s c e n c i a  e s p o n t s n e a  y e s t i m u l  a d a  
p a r  CC14 ( T a b l a  3 ) .  
f i s i m i s m a  f  u e  p o s i b l e  i n d a g a r  s a b r e  l a  e s p e c i f  i c i d a d  d e l  
hcgado  e n  l a  b i o t r a n s f o r m a c i 6 n  d e l  CC14. P a r a  e l l o  se m i d i 6  l a  
e m i s i 6 n  e n  l a s  z o n a s  h e p z t i c a  e i n t e s t i n a l .  L o s  r e s u l t a d o s  
o b t e n i d o s  rnues t ran  q u e  e n  el hi 'gado se r e g i  s t r a r o n  aumen tos  d e  
l a  e m i s i 6 n  d e l  6 4  % m i e n t r a s  q u e  e n  i n t e s t i n o  estos aumen tos  
f u e r o n  mucho menores  ( 1 4  % I  !Tabla  3 ) .  
4.1.3 .  ~ n s l i s i s  e s p e c t r a l  de 12 e m i s i 6 n  e s t i m u l a d a  par 
t e t r a c l o r u r o  d e  c a r b o n o .  
L o s  e s p e c t r n s  d e  l a  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  e s t i m u l a d a  p o r  l a  
a d i c i 6 n  d e  CC14, no  f u e r o n  s i g n i f  i c a t i v a m e n t e  d i f e r e n t e s  d e  10s 
o b t e n i d o s  a p a r t i r  d e  l a  e m i s i 6 n  e s p o n t S n e a  ( F i g u r a  24). 
4.2.  E f e c t o  d e l  b a r b i t a l  s 6 d i c o  s a b r e  el hi 'aado d e  rat&.  
4.2.1 .  Masa h e p a t i c a  y microsomal. 
La a d m i n i s t r a c i 6 n  d e  barbiturates a  maml fe ros  p r o d u c e  una  
i n d u c c i a n  d e  l a  s z n t e s i s  d e  p r o t e l n a  microsomal y d e l  c i t ~ c r o m o  
P450 ( H e m m e r  y  co l . ,  1967). 
En n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s  se t r a t a r o n  r a t o n e s  con  b a r b i t a l  
s 6 d i c o  d e  a c u e r d o  con  el p r o c e d i m i e n t o  e x p l i c a d o  e n  l a  s e c c i 6 n  
2.4.2.  En 10s a n i m a l e s  t r a t a d a s  d u r a n t e  15 d T a s  se o b s e r v d  un 
aumen to  d e  l a  masa h e p g t i c a  d e l  37 %, q u e  n o  f u e  acompafiado p o r  
un i n c r e m e n t 0  e n  el c a n t e n i d o  p r o t e i c o  d e  10s h o m o g e n e i z a d o ~  
( T a b l a  4) e x p r e s a d o  p o r  g d e  hZgado. La p r o t e 5 n a  microsomal  
e s t a b a  i n c r e m e n t a d a  e n  ctn 19 %. 
TABLA 4. EFECTO DEL BARBITAL SOBRE LA MASA DE RETICULO ENDOPLAS- 




Peso del hlgado Contenido de proteinas 
Homogeneizados Microsomas 
Se usaron 34, 10, 16 y 10 animales en 10s dlas 0, 3, 7 y 15 respecti- 
vamente 
4.2.2.  B u i m i o l u m i n i s c e n c i a  & hTgado & r a t 6 n .  
En l a  f i g u r a  29 se m u e s t r a  un t r a z a d o  d e  
q u i  m i  ol umini  s c e n c i  a e s p o n t & e a  y e s t i m u l  a d a  p o r  CC14 d e  h r g a d o  
d e  r a t o n e s  t r a t a d a s  c o n  b a r b i t a l  d u r a n t e  d i s t i n t o s  i n t e r v a l 0 5  
d e  t i e m p a .  E l  a n g l i s i s  e s t a d l ' s t i c o  d e  10s v a l o r e s  d e  e m i s i 6 n  
e s p o n t e h e a  d e l  hZgado d e  r a t o n e s  t r a t a d o s  c o n  b a r b i t a l  y 
2 
r a t a n e s  c o n t r o l  (109f6 cp s / cm ) n o  m u e s t r a  d i f e r e n c i a s  e n t r e  
105 g r u p o 5  d e  a n i r n a l e s  e r ; t u d i a d o s  a l o  L a r g o  d e l  t i e m p o  d e  
t r a t a m i e n t o  ( T a b l a  5, Figura 30). 
I Apertura d e l  
obturador  
I I '  
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TIEMPO (min) 
FIGURA 29.  Trazado de  quimioluminiscencia e s ~ o n t g n e a  y . e s t imu lada  
por  CC14 de hlgado de  r a t &  medida i n  s i t u .  Los nGme- 
-- 
r o s  en e l  t r azado  ind ican  10s d l a s  de  duraci6n d e l  tra- 
tamiento con b a r b i t a l .  
TABLA 5 .  QUIMIOLUMINISCENCIA ESPONTANEA Y ESTIMULADA POR CC14 DE HIGADO DE RATONES. QUIMIO- 
LUMINISCENCIA INICIADA POR BOOH DE HOMOGENEIZADOS Y MICROSOMAS AISLADOS A PARTIR 
DE HIGADOS DE RATONES TRATADOS DURANTE DISTINTOS PERIODOS DE TIEMPO CON BARBITAL. 
Quimioluminis cenc ia  DEas  de t r a t amien to  
Homogeneizados 
(cps /mg de  proteins) 228 + 25 275 - + 31 329 - + 39 542 - + 22 
(cps/g de  hlgado) 
Microsomas 
(cps /mg de  p ro t e lna )  
(cps/g de  higado) 
Se usaron 34, 10, 16 y 10 animales a 10s 0 ,  3 ,  7 y . 1 5  dgas,  respect ivamente.  
La emisi6n estimulada par CC14 se increment; 
significativamente en los hfgados de las ratones tratados con 
barbital , siendo dependiente de la duraci6n del tratamiento 
(Tabla 5, Figura 30). 
TIEMPO (dcas) 
FIGURA 30. Quimioluminiscencia espontsnea ( 0 )  y estimulada por 
CC14 (A) de higado de ratdn a lo largo del tratamien- 
to con barbital. 
Este aumento de la emisi6n se correlacion6 con el aumento 
de citucrama P450, medido como increment0 de la masa microsomal 
(Figura 31). Un anzl isis estadcstico d e  estos resultados indica 
que 1 os i ncrementos en 1 a qui. mi 01 umini scenci a esti mu1 ada por 
CC14 f ueron del 11, 33 y 51 % despu& de 3, 7 y 15 dias de 
tratami ento, respectivamente. 
.I50 200 250 
2 QUIMIOLUMINISCENCIA (cps / cm ) 
4.2.3. Quimioluminiscencia & fracciones subcelulares iniciada 
por hidroper&xido rJe t-buti1.o. 
* 
Cuando se adicion6 BOOH a fracciones subcelulares lseccion 
& 
2.2.2.1, se registroc un aumento de la emision quc variaba a lo 
largo del tiempo y era diferente segGn se tratase de 
homogeneizados o mi crosomas (Fi gura 32) . 
Lns homogeneizados de hZgado de ratanes tratados con 
b a r b i t a l  mostraran una c i n g t i c a  de emisi6n semejante a  la de 
10s ra tnnes  c o n t r o l  (F igura  32)  y se r e g i s t r a r o n  acrmentos de 
quimio lumin iscencia d e  21, 44 y 40 % sobre 10s can t ro l es  a 10s 





FIGURA 32. Quimioluminiscencia i n i c i a d a  por hidroper6xido de t - b u t i l o  
de homogeneizados y microsomas de hlgado de r a tones  c o n t r o l  
(0) y t r a t a d o s  durante  3 (e ) ,  7 (4)  y 15 (a)  d l a s  con bar- 
b i t a l .  
A f i n  d e  comparar 10s va lo res  d e  emisi& de 10s hzgados de 
10s animales t r a t ados  y can t ra l ,  se tom6 e l  va l o r  de 
quimioluminiscencia del pic0 de m6xima emisibn, a 10s 17 
minutos luego de la adicidn del BOOH en 105 animales control y 
a 10s 7 minutes en 10s tratados. 
Los resul tados obtenidos de la quimioluminiscencia de 
microsamas adicionados con BOOH, mostraron aumentos de la 
emisi6n de 24, 89 y 92 % a lor=, 3, 7 y 15 d5as de tratamiento 
'respectivamente. Los valores de emisi6n fueron 10s obtenidos en 
10s primeros minutos luego de la adicign del FOOH y no se 
observaron diferencias, en el tiempo de aparicign del pic0 de 
emi si 617, en 1 os hnmogenei zadns proveni entes de animal es 
tratadns respecto de lo5 control (Figur-a 32). 
4.2.4. Actividad de 12s enzimas antioxidantes. 
Se midid la actividad de las enzimas sttperbxido dismutasa, 
catalasa y glutatidn peroxidasa dependiente de selenio, de 
acuerdo con 10s procedimientos explicados en la seccidn 2.5. 
Las medidas se hicieron en los ratones tratados durante 15 
dl'as. Lo5 resultados de estas medidas estsn sumari'zados en la 
tabla l j .  
La actividad de la superL$.:ido dismutasa ci tosel ica se 
-. 
encontra' aumentada un 1!>? % sobre la actividad de la enzima en 
el hfgado de 10s animales control. La actividad de la catalasa 
tambign se increment6 en un YO % y la glutatibn peroxidasa, 
dependiente de selenio, lo hizo en un 103 %. 
El contenida de glutati& total, estaba aumentado en el 
hrgado de 105 ratanes tratados con barbital en un 18 %, 
r e s p r c ' c . ~  d e l  c o n t e n i d o  d e l  hiqado d e  1 0 s  r a t o n e s  c o n t r o l .  
TABLA 6. ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES Y CONTENIDO DE 
GLUTATION EN n HIGADO D E  RATONES TRATADOS CON BARBITAL. 
Dfas d e  t r a t amien to  
0 3 7 15 
SuperSxido 174 + - 15 (29) 206 + - 33 (9) 259 + 28 (16) 364 + 73 ( 1 0 ) ~  
- - dismutasa 
(U/g de  hlgado) 
Ca ta l a sa  1.02 + - 0.08 (17) 1.12 + 0.07(4) 1.31+ 0.10 (4) 1.64+ 0 . 1 0 ( 4 ) ~  
- - - ( m o l e s /  n de  
Glu t a t iSn  pe- 9 .3  + - 1.1 (17) 11.4 + 0.2 (4) 13.5 + 0.6 (4) 18.9 + 0.'5 (41b 
- - - 
rox idasa  
(U/g de  hlgado) 
Los nGmeros e n t r e  p a r g n t e s i s  i nd i can  e l  niimero de animales experimentales .  
a: p ~ 0 . 0 1  
b:  p < 0 . 0 0 1  
c: p<0.005  
Las  p fuerkn  c a l c u l a d a s  cornparando 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d ~ s  p a r a  0 y 15 d l a s .  
1, I NTOXI CAC I ON CRON I CA 
2 ,  1 NTOX I CAC I ON AGUDA 
5. 1 n t o x i c a c i 6 n  c* e t a n o l .  
4 I= a. 1. I n t o x i c a c i ~ n  c r o n i c a .  
C J. 1.1. E Q e c t o s  n u t r i c i o n a l e s  _d_e 1 s  d i e t a s .  
Koch y col . ,  11976) i n f o r m a r o n  q u e  e n  un e x p e r i m e n t 0  
similar  a1 r e a 1 : i z a d o  e n  esta tesis, a1 c o n c l u i r  el p e r f o d o  d e  
t r a t a m i e n t o ,  12 s e m a n a s ,  l a s  r a t a s  t r a t a d a s  c o n  e t a n o l  
. m o s t r a h a n  d i s m i r ~ u c i o n e s  e n  l a  r e s p i r a c i 6 n  m i  t o c o n d r i a l  p e r 0  n o  
p r e s e n t a h a n  h i g a d a  g r a s o .  En n u e s t r o s  e x p e r i m e n t o s ,  a 1  c o n c l u i r  
el p e r l o d o  d e  t r a t a m i e n t o ,  se r e g i s t r 6  un consumo p r o m e d i o  d e  
e t a n u l  d e  1 . 7 4  + 0 , i 2  g / d { a i 1 0 0  g  d e  p e s o .  E l  p e s o  d e  10s 
h i g a d o s  f u e  d e  3.8 4 0.1 g  y d e  3.7 k 0.2 g p a r a  l a s  r a t a s  
c o n t r o l  y t r a t a d a s  r e s p e c t i v a m e n t e .  La v e l o c i d a d  d e  c r e c i m i e n t o  
fcte sirni lar  e n  l a s  2 grttpos:: l a s  r a t a s  a l c a n z a r o n ,  a1 momento 
d e  l l e v a r s e  a c a b a  10s e x p e r i m e n t o s ,  p e s o s  d e  211 f 13 g l a s  
t r a t a d a s  y d e  2C15 +. 5 g  l a s  c a n t r o l .  
C 
'1-odos 1 0 s  r e s u l t a d o s  m o s t r a d o s  e n  esta  s e c c i o n ,  se e x p r e s a n  
c o n  s u  d e s v i  a c l 6 n  s t a n d a r d .  
5.1,2. C o n t e n i d o  p r o t e i c o  d e l  h z q a d o .  
- -- 
E l  c n n t e n i d o  p r o t e i c o  d e  l a s  d i s t i n t a s  f  r a c c i o n e s  
s u b c e l u l a r e s ,  se e v a l u 6  d e  a c u e r d o  c o n  10s m g t o d o s  e x p l i c a d a s  
e n  l a  s e c c i 6 n  2 . 6 . 5 ,  L o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  se m u e s t r a n  e n  l a  
- 
t a b l a  7. La p r n t e c n a  microsornal (retzct-tl o  e n d o p l  ~ s m i c o )  a u m e n t o  
L 
e n  l a s  r a t a s  t r a t a d a s  c o n  e t a n o l  e n t r e  un 27 y un 29 %, s e g u n  
se e v a l u a s e  a p a r t i r  d e  l a  p r a t e g n a  p r e c i p i t a d a  a 105000 g  o a 
- 
p a r t i r  d e  l a  relaci6r;n del. c a n t r e n i d o  d e  citocromo F45r:) e n  el 
C 
homogeneizado y en la -frarcian microsomal. El cantenido de 
citocromo P450 presente en la fracci6n microsomal aument; en un 
T r  - 
L.4 /. . 
TABLA 7 .  CONTENIDO DE LAS FRACCIONES SUBCELULARES DEL HIGADO 
DE RATAS TRATADAS CRONICAMENTE CON ETANOL. 
Tra tadas  con 
a 
e t a n o l  
Re t l cu lo  endopl5smico 
(mg de ~ r o t e l n a  / g de hlgado) 19.7 + 1.2 
- 
Citocromo P450 
(nmol / mg de  p ro t e lna )  
Mitocondrias  
(mg de proteins / g de  h?gado) 30.6 + 2.1 
- 
C i t o s o l  . 
(mg de p r o t e I n a  / g de hlgado) 40.0 + 2.0 
a: n = 10 
b: medido como l a  p r o t e i n a  p r e c i p i t a d a  a 105000 x - g a p a r t i r  d e l  sobre- 
nadante PS 
c: medido a p a r t i r  de citocromo P450 presenteenhomogeneizados y en 
l a  f r a c c i 6 n  P 
d: p (0.01 
E l  contenido p r o t e i c o  de l a s  f racc iones  m i tocondr ia l  y 
c i t o s s l i c a  no se mod i f i c6  s i gn i f i ca t i vamen te  por e l  t ra tamien to  
con e tano l  (Tab1.a 71, 
C 
- 
a. 1.3. Rui mioluminiscencia espontanea de hiqado. 
La qu imio lumi r~ iscenc i  a de hZgado de r a t a s  t r a t adas  con 
2 
etano1 durante 12 semanas fue de 37 + 2 cps/cm 5 es te  va lo r  
represents un aumento de l  Z4 % sobre 10s va lo res  de emisign de 
2 
10s hlgados de r a t a s  c o n t r o l  124 cps/cm ) ,  (Tabla 8, F igu ra  
33). 
7 I CCI, 
Apertura 
d e l  obturador  
FIGURA 3 3 -  Quimioluminiscencia espontgnea y est imulada por  C C 1  
de hlgado de r a t a s  c o n t r o l  y t r a t a d a s  cr6nicamente 4 
con e t a n o l ,  medida i n  s i t u <  
-- 
# La adrn in is t rac i6n i n t r a p e r i t o n e a l  de CC14 increment0 l a  
emisi6n instantsneamente de acuerdo con l o  expl icado en l a  
s e c c i 6 n  4.1.1. Cuando 1 a s  r a t a s  t r a t a d a s  c o n  e t a n o l  f  u e r o n  
i n t o x i c a d a s  c o n  CC14, el a u m e n t o  d e  e m i s i 6 n  p r o d u c i d o  f u e  un  63 
% mayor q u e  e n  l a s  r a t a s  c o n t r o l  ( T a b l a  8). 
TABLA 8. QUIMIOLUMINISCENCIA ESPONTANEA Y ESTIMULADA POR CC1 , 
DE HIGADO DE RATAS CONTROL Y TRATADAS CRONICAMENTE  ON 
ETANOL . 
Ouimiolumini cencia 9 (cpslcm 
a Control a Tratadas con etanol 
5.1.4. B u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s .  
La  a d i c i d n  d e  BOOH s a b r e  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  p r o d u j o  un . 
a u m e n t o  d e  s u  e m i s i 6 n .  La  f i g u r a  34 m u e s t r a  10s t r a z a d o s  d e  
e m i s i 6 n  d e  h o m o g e n e i z a d o s ,  m i  t o c o n d r i a s  y microsomas. N o  se 
o b s e r v a r o n  d i f e r - e n c i a s  e n  l a s  c i n g t i c a s  d e  e m i s i 6 n  d e  l a s  
S r a c c i o n e s  a i s l a d a s  a p a r t i r  d e  a n i m a l e s  t r a t a d o s  y  s i n  t r a t a r .  
!.-a e m i s i 6 n  e n  c a m h i o  e s t a b a  a u m e n t a d a  e n  t o d a s  l a s  + r a c c i o n e s  
p r e p a r a d a s  a p a r t i r  d e  h l g a d o  d e  a n i m a l e s  t r a t a d o s .  1-05 
h a m o g e n e i z a d o s  d e  1.0s h c g a d o s  d e  r a t a s  i n t o x i c a d a s ,  m o s t r a r o n  
I Homogeneizados 
- -. 
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FIGURA 34 .  Quimioluminiscencia de fracciones subcelulares  ini- 
ciada por hidroper6xido de t -but i lo .  Las fracci-ones 
fueron a i s l adas  a p a r t i r  de hcgado de r a t a s  t r a tadas  
cr6nicamente con e tano l  (e) y de r a t a s  con t ro l  (0) .  
u n a  e m i s i d n  a u m e n t a d a  e n  un 57 % s o b r e  1 a e m i s i 6 n  d e  10s 
0 
c o n t r o l ;  La e m i s i o n  d e  l a s  m i t a c o n d r i a s  aurnent; e n  c!n 43.% y l a  
d e  10s micro~.omas e n  un 28 % ( T a b l a  9). 
TABLA 9. QUIMIOLUMINISCENCIA I N I C I A D A  FOR HIDKOPEROXIDO DE t -BUTILO 
DE FRACCIONES SUBCELULARES AISLADAS A P A R T I R  DE HIGADOS DE 
RATAS CONTROL Y PATAS T M T A D A S  CRONICAMENTE CON ETANOL. E- 
FECTO DE LAS VITAMINAS A Y E .  
Q u i m i o l u m i n i s  cencia 
- 3 ( cpm/mg de prote lna)  x 10 
controla 
a 
T r a t a d a s  con etanol 
M i c r o s o m a s  
H o m o g e n e i z a d o s  
+ 1 2  U / m l  v i t a m i n a  A 
+ 1 2 0  U / m l  v i t a m i n a  A 
+ 0 . 2 5  U / m l  v i t a m i n a  E 
+ 2 . 5  U / m l  v i t a m i n a  E 
Cuandn 10s h a m u g e n e i z a d o 5  f u e r a n  Adi c i  a n a d a s  c o n  v i  t a m i n a s  
H 0 0 A y  E se u b s e r v o  u n a  d i s m i n u c i o n  d e  l a  e m i s i n n  q u e  f u e  mayor e n  
105  hofncsgeriei z a d 0 5  p r o v e n i e r i t e s  de  hEgado d e  r a t a s  t r a t a d a s  c a n  
e t a n o l  ( T a b l a  9). La v i t a m i n a  A a d i c i o n a d a  e n  d o s i s  d e  120 U / m g  
d e  p r o t e f n a ,  d i s r n i n u y 6  l a  e m i s g u n  e n  un 21 % e n  10s 
h o m o g e n e i z a d a s  c o n t r o l  y e n  un 4 5  % e n  10s h o m o g e n e i z a d o s  d e  
r a t a s  t r a t a d a s  c o n  e t a n a l  ( F i g u r a  35). La v i t a m i n a  E (2.5 U/mg 
d e  p r o t e c n a ) ,  d i s m i n u y 6  l a  e m i s i b  e n  un 20 % y  e n  un 36 % e n  
105 h n m a g e n c i z a d o s  d e  hZgados  d e  r a t a s  c o n t r o l  y t r a t a d a s  
r e s p e c t i  v a m e n t e  ( F i  g u r a  35) . 
VITAMINA A (U/ml) VITAMINA E (U/ml) 
FIGURA 35. Efec to  de l a s  vi taminas A y E sobre  l a  quimioluminis- 
cenc ia  i n i c i a d a  por  hidroperoxido de t - b u t i l o ,  de  homo- 
. geneizados de  hlgados de r a t a s  c o n t r o l  (0) y de r a t a s  
t r a t a d a s  cr6nicamente con e t a n o l  (a). 
5.1.5. Producc i .6n  m i c r n s o m a l  d e  a n i 6 n  s u p e r 6 x i d o .  
En l a  f i g u r a  3 h  se o b s e r v a  un t r a z a d o  d e  l a s  m e d i d a s  d e  
p r o d u c c i 6 n  d e  02- p o r  l a  f r a c c i 6 n  microsomal d e  h z g a d o  d e  
a n i m a l e s  t r a t a d o s  c n n  e t . a n o l  y c o n t r o l  d e  a c u e r d o  c o n  el m g t a d o  
* 
e > : p l i c a d o  e n  a l  s e c c i o n  2.6.1.  La a d i c i 6 n  de NADFH i n i c i a  un 
p r o c e s a  a u t o c a t a l c t i c o  q u e  es  c a r a c t e r f s t i c o  d e  l a  p r o d u c c i 6 n  
d e  02- p o r  n u c l e 6 t i d o s  d e  p i r i d i n a  ( T u r r e n s  y B o v e r i s ,  1980). 
P a r a  e v i t a r  q u e  este p r o c e s o  a u k o c a t a l 4 t i c o  al tere  el r e s u l t a d o  
d e  l a  medida d e  p r o d u c c i 6 n  d e  02-, se m i d i 6  l a  v e l o c i d a d  d e  
f o r m a c i 6 n  d e  adrenocromo, cal.c:crlando l a  p e n d i e n t e  tomada e n  el 
p r i m e r  m i n u t o  d e s p u g s  d e  l a  a d i c i d n  d e  s u s t r a t o j  este v a l o r  n o  
f u e  s i g n i f  i c a t i v a m e n t e  d i s t i n t o  d e  105 v a l o r e s  a b t e n i d o s  p o r  
e x t r a p o l a c i 6 n  a  t.iempo cero d e  10s grs.ficas d e  f o r m a c i 6 n  d e  
4 
a d r e n a c r o m o e n  f u n c i o n  d e l  t i e rnpo  ITctrrens  y E o v e r i s ,  1980). 
Formaci'on de  
adreno cromo 1 
FIGURA 3 6 .  Producci6n de  ani6n super6xido en microsomas de 
hzgado de r a t a s  c o n t r o l  (- - 4 y t r a t a d a s  cr6ni-  
camenre con e t a n o l  (-). Los niimeros ce rea  de  
10s t razados  ind ican  l a  velocidad i n i c i a l  de  pro- 
ducci6n de ani6n super6xido en nmoles/min/mg de  
proteins; 
En 10s microsamas a i s l a d o s  a  p a r t i r  d e  h i g a d o  d e  r a t a s  
& 
t r a t a d a s  con  c t a n a l  , se obser-va un i n c r e m e n t 0  s i g n i f  i c a t i v o  e n  
l a  v e l o c i d a d  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  02-. El  a n s l i s i s  e s t a d c s t i c a  d e  
10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  ( T a b l a  10), m u e s t r a  que el consumo 
c r 6 n i c o  d e  e t a n o l  p r o d u j o  un aumento  d e l  45 % d e  l a  p r o d u c c i 6 n  
d e  02-. 
TABLA 10. PRODUCCION MICROSOMAL DE ANION S U P E R O X I D 0 . Y  ACTIVIDAD C I -  
TOSOLICA Y MITOCONDRIAL DE SUPEROXIDO DISMUTASA EN E L  H I -  
GAD0 DE RATAS CONTROL E INTOXICADAS CRONICAMENTE CON ETA- 
NOL . 
cont ro la  a T r a t a d a s  con etanol 
S u p e r 6 x i d o  d i s m u t a s a  ci tos6l ica 
U/mg de  p r o t e h a  
U / g  de hlgado 
S u p e r 6 x i d o  d i s m u t a s a  m i t o c o n d r i a l  
U / m g  de protelna 
U / g  d e  hlgado 
Producci6n m i c r o s o m a l  de  0- 2 
n m o l / m i n / m g  de prote lna  
n m o l / m i n / g  d e  hlgado 
Si se c o n s i d e r a  q u e  hubo una  h i p e r p l a s i a  d e l  r e t c c u l o  
endoplGsmico  c n n  un i n c r e m e n t 0  d e l  c o n t e n i d o  p r - o t e i c o  d e  un 2 8  
%, se p u e d e  e s t i m a r ,  ascrmiendo s a t u r a c i g n  d e  s u s t r a t o ,  q u e  l a  
v e l a c i d a d  f i s i o l & i c a  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  02-, p o r  l a s  membranas 
d e l  r e t i c u l o  e n d a p l ~ ~ m i c o ,  e s t a b a  aumentada  e n  un 8& % d e s p u i k  
d e l  t r a t a m i e n t o  c r 6 n i c o  con  e t a n o l  . 
C C J. 1.6.  A c t i v i d a d  de s tperoxid_a  g s m u t a s a .  
Lueyo d e  l a s  medidas  d e  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  hEgado, y d e  
p r o d u c c i g n  d e  02-, se d e t e r m i n 6  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  enz ima  
super6:. : ido d i s m u t a s a .  En i d e ' n t i c a s  c o n d i c i o n e s  ez :pe r imen ta l e s ,  
se habEa i n f o r m a d o  q u e  l a s  a c t i v i d a d e s  d e  l a  catalasa  (Koch y 
col. ,  1977) y d e  l a  g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  (Koch y c o l . ,  1980) n o  
se modi f i c a b a n .  
La a c t i v i d a d  d e  l a  enz ima  se m i d i 6  d e  a c u e r d o  con  el mgtodo 
e x p l i c a d o  e n  l a  s e c c i 6 n  2.5,1., y 1 0 s  r e s u l t a d o s  o b t e n i d ~ s  e 
m u e s t r a n  e n  l a  t a b l a  10.  Como puede  o b s e r v a r s e  l a  a c t i v i d a d  d e  
l a  s u p e r 6 x i d o  d i s m u t a s a  n o  se m o d i f i c 6  p o r  el t r a t a m i e n t o  con  
e t a n o l  . 
C d.2. Alcohol  i s m o  agudo. 
El s e g u n d o  modelo d e  i n t o x i c a c i 6 n  con  e t a n o l  f u e  el agudo,  
e n  el c u a l ,  l a  p o s i b l e  e x i s t e n c i a  d e  l i p o p e r o x i d a c i 6 n  e n  el 
h r g a d o  d e  r a t a s ,  p r o d u c i d a  p o r  a d m i n i s t r a c i 6 n  aguda  d e  e t a n o l  , 
se e v a l u 6  p o r  e s t u d i o s  in v i t r o  e e v i v o .  
I= d.2.1.  L!u imio lurn in i scenc ia  espot&ea @ h l q a d o  medida in s i t u .  
L o s  v a l o r e s  d e  e m i s i 6 n  d e  hEgado o b t e n i d o s  p o r  med idas  in 
si t u ,  m o s t r a r o n  q u e  1  a s  ra tas  i n t o x i c a d a s  p r e s e n t a b a n  una  
emis iBn  6 0  % m a s  a l t a  q u e  l a s  r a t a s  c o n t r o l  ( F i g u r a  37). E s t e  
aumento  d e  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  se r e g i s t r 6  e n  2  d i s t i n t a s  c e p a s  
de ratas (Tabla 1 1 )  y se mantuvo constante a lo largo del 
tiempo de medida. 
QUIMIOLUMINIS CENCIA 






FIGURA 37. Quimioluminiscencia espontgnea de hl'gado 
de ratas control y de ratas intoxicadas 
agudamente con etanol. 
5.2.2. ~orrnaci6n de malondialdehida. 
-
La producci6n de malondialdehido en 10s tejidos aerobios es 
directamente praparcional a la peroxidaci6n de l<pidos. Para su 
medida se procedi6 de accterdo con lo explicado en, la secci6n 
2.6.3. L.as resultados obtenidas mastraron qcre la for-macign de 
malondialdehido se increment6 en un 4 8 . X  en las ratas 
intoxicadas con etanol (Tabla 11). 
TABLA 11. EFECTO DE LA INTOXICACION AGUDA CON ETANOL SOBRE LA QUIMIOLUMI- 
NISCENCIA Y LA FORMACION DE MALONDIALDEHIDO Y DIENOS CONJUGADOS 
EN HIGADO DE RATAS. 
Cepa Ensayo de l i po -  
peroxidaci6n 
- - - - - -- - - - - - 
Control  Tratado P 
con e t a n o l  
Long Evans 
Wistar Quimiolum'niscencia 3 (cps 1 cm 
* 
Malondialdeh?do 
(nmol/ mg pro tefna)  
* 
Dienos conj ugados 119 - + 11 (6) 196 + 8 (6) <0.001 
-
(nmol hidroper6xldo/  
mg prote<na)  
Los niimeros e n t r e  p a r g n t e s i s  ind ican  nGmero de animales.  (*) Estos experi-  
mentos se r e a l i z a r o n  en e l  l a b o r a t o r i o  d e l  D r .  Luis A. Videla ,  Div is i6n  
Cienc ias  Mgdicas Occidente,  Facul tad  de  Medicina, Universidad de  Chile .  
5.2.3. ~ormaci6n de dienos coniugados. 
Se midi6 e&pectrufotom~tricamente la formaci6n de dienos 
conjugados como Tndice de peraxidaciih de l+ipidos (secci6n 
2.6.4). Los resultados obtenidos son presentados en la tabla 
1 1  y mucstran qr-~e la prodtrcci6n de dienos conjugados en 
h a m o g e n e i z a d o s  d e  h i g a d o s  d e  r a t a s  i n t o x i c a d a s  agudamente  c a n  
e t a n o l ,  e s t a b a  aumentada e n  un 65 %. 

. J .  
6. Deficiencias & vitamina E ,y_ selenio. 
En 1957 se descubri6 que la deficiencia en selenio era 
causa de necrosis hepgtica en ratas (Schwarz y Foltz, 1957) y 
de la diaste~is exudativa en pollos (Patterson y col., 1957). 
Ambos  ent tom as son tambiefi caracteristicos de la deficiencia en 
vitamina E. Es pnr ese motivo que el estudio de estas 
deficiencias, se encara en for-ma paralela. 
6.1. Efecto &e 12s dietas snbre crecimiento. 
La velocidad de crecimiento de las ratas control y de las 
alimentadas con la5 distintas dietas no se modific6 
signif icativamente a lo largo del tratamiento (Tabla 12). 
TABLA 12. CRECIMIENTO DE LAS RATAS MANTENIDAS CON DIETAS DEFICIEN- 
TES EN VITAMINA E Y SELENIO Y CONTROLES. 
Increment0 del peso corporal 
( g / dla) 
Dieta bgsica (16) 
+ vitamina E + seleni'o (16) 
+ vitamina E (6) 
+ s'elenio (9) 
Los nGmeros entre pargntesis indican nGmero de animales experi- 
mentales. 
Tampocu se observaron diSerencias significativas en el peso 
de 10s hEqados de la5 ratas mantenidas con las distintas dietas 
TABLA 13. PESO DEL HIGADO DE RATAS TRATADAS CON DIETAS DEFICIENTES 
EN VITAMINA E Y SELENIO 
Tratamiento Peso d e l  hzgado 
(8) 
Dieta bgs ica  (16) 3.0 - + 0.2 
+ vitamina E + s e l e n i o  (16) 
+ vitamina E. (6) 
+ s e l e n i o  (9) 
E l  peso de 10s hzgados corresponde a 1  alcanzado a 10s 18-20 d l a s  
d e  t ratamiento.  Los ni5meros e n t r e  par6ntes is  indican nGmero de 
animales . 
6.2. Sobrevida y necrosis. 
La figura 38 muestra la curva de sobrevida de las ratas 
mantenidas con la dieta deficiente en vitamina E y selenio. La 
aparicibn de necrasis en el hPgado de estos animales precedi6 
en no mss de 24 horas a la muerte del animal. 
L-as ratas mantenidas con las dietas deficientes en vitamina 
E o en selenio, na desarrollaron necrosis hepgtica a lo largo 
del tratamienta. 
FIGURA 38. Curva de sobrevida  de r a t a s  d e f i c i e n t e s  en v i tamina  E 
y s e l e n i o .  En l a  abc i sa  se i n d i c a  e l  tiempo de dura- 
c i6n  d e l  t ra tamiento .  
6.2.1. Actividad de las enzimas marcadoras de lesi6n hepgtica. 
Las enz imas 1 dctica deshidrogenasa, glut~mico-oxal Gcetico 
transaminasa y glutdmico-piruvato transaminasa, son liberadas 
.en sangre cuanda se produce la destrucci6n de 10s hepatacitos, 
par lo tanto su presencia en el plasma revela la existencia de 
necrosi 5 hepbtica. 
Los niveles de estas enzimas en sangre, no se modificaron a 
lo largo de lbs d?ar; 'de tratamiento. En cambio, cuando se 
dcsarrollaba necrosis, ,105 niveles de las enzimas se 
incrementaban signif icativamente. 
6.3. Buimioluminiscencia eApont&ea d_e hfqado. 
0 . O  1. 12 16 I J 20 
TIEMPO (dlas) 
FIGURA 39. Quimioluminiscencia espontsnea de hlgado de ratas control 
(o), y ratas mantenidas con dietas deficientes en vitamina 
E y selenio (e) , en vitamina E (A) y en selenio (A). Las 
llneas punteadas representan 10s llmites superior e infe- 
rior del E. S. M del valor de emisi6n de las ratas control. 
En las abcisas se indica la duraci6n del tratamiento. 
Los hZgado5 de la5 ratas control (alimentadas con la dieta 
suplementada con vitamina E y selenio), mostraron una emisi6n 
2 
espontSnea de 43 + 3 cps/cm , que no se modific6 
siqnificativamente a 10 largo de las d$as de tratamiento 
(Figura 3 9 ) .  
Los hTgados de las ratas alimentadas con dieta deficiente 
en vitamina E y selenio aastraron aumentos de la emisibn a 
partir del dca 12 de tratamiento; este aumento fue del 50 % 
sobre 10s valores control a1 cabo de 15 dcas y del 100 % en el 
dra 18 (Figura 39). Las ratas alimentadas con la dieta 
deficiente en vitamina E, no modificaron su emisi6n hasta el 
dia 16, alcanzando el dca 18 un 2 3  % de aumento. Finalmente, 
10s animales alimentados con la dieta deficiente en selenio, 
mostraron incrementos en la emisi6n a partir del dla 12, y a1 
cab0 de 18 dcas mostraron un aumento de quimiolurnniscencia del 
64 % sabre 10s valores obtenidos en 10s animales control 
(Figura 39). 
La figura 40 muestra que aumentos de la emisi6n espontsnea 
de hzgado, preceden la aparicign de la necrosis en ratas 
deficientes en vitamina E y selenio. 
6.4. Actividad rl_e ~uper6xido disrnutasa, catalasa y glutati6n 
- - 
perox i dasa. 
La deficiencia en selenio, produjo una significativa 
disminuci6n de la actividad de la enirima glcttati6n pero,, vidasa 
dependiente de ese elemento (Tabla 14). fi1 cabo de 18 dgas de 
TIEMPO (dzas) 
FIGURA 40. Quimioluminiscencia espontsnea y necrosis en el hlgado de 
ratas mantenidas con una dieta deficiente en vitamina E y . 
selenio. La quimioluminiscencia se expresa como aumento so- 
bre la emisi6n de los hlgados de las ratas control. El Srea 
rayada representa el porcentaje acumulativo de animales con 
necrosis. 
deficiencia, la actividad de esta enzima estaba disminuida a un 
20 % de la actividad inicial. 
TABLA 14. ACTIVIDAD DEGLUTATIONPEROXIDASA EN EL HIGADO DE RATAS 
DEFICIENTES EN VITAMINA E Y SELENIO. 
Tratamiento G lu t a t i 6n  peroxidasa  
No dependiente  Dependiente 
de  s e l e n i o  de  s e l e n i o  
(U/g d e  hlgado) 
9 
Contro l  
D e f i c i e n c i a  en s e l e n i o  
d l a  12 
d l a  14 
d l a  16 
d l a  18 
Def i c i enc i a  en v i tamina  E 
d f a  12 7.4 + 0.5 
- 
dZa 14 6.5 + - 1.4 
d f a  16 6.9 - + 0.5 
d l a  18 7.1 - + 1.0 
E 2  ntimero d e  animdes experimentales  f u e  6 en  cada d f a  p a r a  cada 
t r a t amien to .  
La f igura 41 muestra la correlaci6n entre la actividad de 
la glutati6n peroxidasa y la quimioluminiscencia espont2nea del 
hzgado. 
0 5 10 
GLUTATION PEROXIDASA (U/gr d e  hlgado) 
FIGURA 41. CorrelaciSn e n t r e  e l  contenido d e  g l u t a r i S n  peroxi- 
dasa y l a  quirnioluminiscencia espontgnea de  hlgado 
de ratas mantenidas con una d i e t a  d e f i c i e n t e  en se-  
l e n i o  . 
N o  se o b s e r v a r o n  m o d i f i c a c i o n e s  e n  l a 5  a c t i v i d a d e s  d e  l a  
s u p e r d x i d o  d i s m u t a s a  (900 f 35 U/g d e  hTgado) ,  d e  l a  catalasa  
(6.8 f 0.1 moles /g  d e  h z g a d o ) ,  n i  d e  l a  g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  
n o  d e p e n d i e n t e  d e  s e l e n i o  ( T a b l a  14). La a c t i v i d a d  d e  l a  
g l u t a t i f i n  p e r o c i d a s a  d e p e n d i e n t e  d e  s e l e n i o  17.6 * 1.8 U/g d e  
h z g a d o ) ,  no  se m o d i f i c 6  e n  10s a n i m a l e s  c o n t r o l  a l o  l a r g o  d e  
1 0 s  d j a s  d e  t r a t a m i e n t o .  Tampoco se o b s e r v a r o n  v a r i a c i o n e s  e n  
l as  a c t i v i d a d  d e  e s t a s  enz imas ,  p o r  l a  a p a r i c i g n  d e  n e c r o s i s .  
7 .  EFECTO DE POLIFENOLES SOBRE 
LA QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO 
7. Efecto de polifenoles sobre 12 quimioluminiscencia d* 
hEgada. 
7.1. Bui mi 01 umi ni scenci a de hnmagenei zados de ggado. 
La adi ci6n de BOOH sobre f raccinnes subcel.ulares estimul a 
la emisign de fotones (secci6n 2.2 .2 . ) .  Para el estudio in. 
vitro del poder antioxidante de polifenales de origen vegetal 
(f lavonoides y Scidos cafeoi lqu?nicos), se evalu6 la capacidad 
de estas sustancias para inhibir la quimioluminiscencia 
iniciada por BOOH, en homogeneirados de hrgado de rat6n. 







FIGURI 42. Efecto del dimetilsulf6xido sobre la quimioluminis- 
cencia de homogeneizados de hsgado de rat&, inicia- 
da por BOOH. Control (o), 30 uM (*), 300 uM (A) y 
1.5 mM (A). 
Los polifenoles ensayados presentan distintas solubilidades 
en medio acuoso, por lo que fue necesario su diluci6n previa en 
soluciones de dimetilsulf6xido (DMSO). Como esta'sustancia 
ejerce efectos t6xicos en el hZgada (Rubin, 1975), se estudi6 
su ef ecto sobre 1 a quimioluminiscencia de homogeneizados de 
hzqado de raton. La mdxima cancentraci6n de DMSO que se us6 a1 
ensayar 10s polifenoles fue 150 JAM, y esta concentraci6n no 
produjo modif icaciones signif icativas en la quimiol~!miniscencia 
medida dentro de la primer hora posterior a la adici6n de BOOH 
(Figura 42). 
7.1.2. Efecto de 10s polifenoles sobre la quimioluminiscencia 
. -  - - -  
de hamoqe?eiradas de Gqado d_e rat&. 
-
La adiciGn de pol ifenoles a 10s homogeneizados, produjo 
dif erentes ef ectos sobre la quimioluminiscencia de estas 
f racciones. 
Dif erentes concentraciones de (+) -catequina, disminuyeron la 
emisi6n de acuerdo con 10s resultados que se muestran en la 
C 
f igura 43. El mismo esquema experimental se repitio con cada 
uno de las polifenoles estudiados y a partir de 10s valores de 
quimiolumini scencia y concentraciGn de cada pol if en01 5e 
determin6 la dosis quk inhibzo el 50 % de la emisi6n iniciada 
por la adici6n del ROOH (D150 1 .  (Tabla 15). La (+)-catequina 
fue el polifenol que mostr6 menor D I S 0  ( 3  ,L!M). El eriodictiol y 
la miricetina fueron otros polifenoles que presentaron D150 
relativamente bajas (9 y 15 PM respectivamente) . Las D I  de 
50 




FIGURA 43. Efec to  de  l a  (+)-catequina sob re  l a  quimioluminiscencia 
de hornogeneizados de  hlgado d e  r a t & ,  adicionados con 
BOOH. (+)-catequina 0 (0) , 1 9 1  (a) ,  5 (A) y 10 f l  
(A) .  Se cons idera  tiempo ce ro  a 1  momento de  agregado de  
BOOH . 
7.2. Efecto de 1 s  polifenoles sobre quimiolurniniscencia dx 
t~lqado medida in situ. 
El efecto de 10s polifenoles como inhibidores de la 
quimioluminiscencia de higado in situ, se estudi; en dos 
si tuaciones de estr& oxidative: intoxicaci6n alcoh6l ica aguda 
en ratas e intoxicaci6n aguda con CC14 en ratones. 
TABLA 15. INIHIBICION POR POLIFENOLES DE LA QUIMIOLUMINISCENCIA 
INICIADA POR HIDROPEROXIDO DE t-BUTILO EN HOMOGENEIZA- 


























7.2.1. Intoxicacisn aquda con etanol. 
Se estudi6 el efecto que la administraci6n de (+I-catequina 
produjo en ratas intoxicadas con etanol, segGn el esquema 
experimental explicado en la secci6n 2.4.3.1. La (+I-catequina 
se inyectd intraperitonealmente 1 hora antes de la adici6n de 
etanol. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 16. Se 
observa que la (+I-catequina (400 mg/100 g de peso), mostr6 no 
tener efecto sobre la emisi6n fisiol6gica, per0 en cambio 
inhibid totalmente el aumento en la ernisi6n producido por el 
etanol (69%). 
TABLA 16. QUIMIOLUMINISCENCIA DE HIGADO DE RATAS INTOXICADAS 
AGUDAMENTE CON ETANOL. EFECTO DE LA (+)-CATEQUINA. 
Tratamiento Quimioluminiscencia E f  ec to  
2 (cpslcm ) (W) 
Control 
+ e tano l  
+ (+) -.catequina + etanol  
Los n6meros en t r e  pargntesis  indican nGmero de animales experi- 
mentales. E n  es tos  experimentos s e  usaron r a t a s  cepa Wistar. 
a = no s ign i f i c a t i vo ,  re fe r ido  a1  grupo control .  
b = p<0.001, re fe r ido  a 1  grupo control .  
A 1  comparar l a s  r a t a s  t ra tadas  con e tano l  y con e tanol  + catequina 
s e  obtuvo una p<0.001 
7.2.2. Intoxicaci6n aguda con tetracloruro de carbono. 
Los polifenoles a estudiar, fueron administrados a 
distintos tiempos antes de la inyeccidn del CC14. Se eligieron 
pol if enoles que mostraron tener distinta actividad en inhibir 
la quimioluminiscencia in vitro, a fin de poder correlacionar 
lo5 efectos in vitro e @ vivo. 
ob tu rador  
FIGURA 44. Efec to  de  p o l i f e n o l e s  vege ta l e s  sob re  l a  quimiolu- 
miniscenc ia  est imulada por  C C 1  , medida en hlgado 
de  r a tones .  Control  (a); Pcido 4-4-dicaf e o i l q u l n i c o  
(b) ; c i n a r i n a  ( c )  ; (+)-catequina (d) y e r i o d i c t i o l  
( e ) .  Los p o l i f e n o l e s  fueron adicionados en d o s i s  
100 mg/kg de peso, 1 hora  a n t e s  que e l  CC14.  
La (+I-catequina administrada en dosis de 1 0  mg/100 g de 
peso, 1 hora antes de la inyecci6n de CC14, inhibi6 el 3 1  % de 
7 
3, 
I l a  emisio 'n p r o d u c i d a  p o r  e s t a  d r o g a  ( F i g u r a  44,  T a b l a  17). 
I 
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' TABLA 17. EFECTO DE POLIFENOLES VEGETALES SOBRE LA QUIMIOLUMINISCEN- 
CIA DE HIGADO DE RATON ESTIMULADA POR TETRACLORURO DE CAR- 
BONO . 
Quimioluminiscencia P 
Espontsnea + CC14 
2 (cps/cm ) 
Control (20) 
+ Eriodictiol (6) 
+ Cinarina (6) 
+ Acido 3,4-dicafeoilquc- 
nico (6) 
Los nGmeros entre parsntesis indican nGmero de animales. Los valores 
de p calculados para las diferentes drogas son referidos a1 grupo con- 
trol. - ns es no significative. 
D o s i s  menores  d e  ( + I - c a t e q u i n a  (3.5 mgi1OO g d e  p e ~ . o ) ,  
m o s t r a r o n  t e n e r  e f  ec to  proox  i d a n t e ,  m i  e n t r a s  q u e  d o s i  s mayores  
(100 mg/100 g  d e  p e s o ) ,  n o  p r e s e n t a r o n  mayor p o d e r  a n t i o x i d a n t e  
( F i g u r a  $ 5 ) .  Cuando l a  t i - 1 - ca t equ ina  f u e  a d m i n i s t r a d a  2 h o r a s  
a n t e s  q u e  el CC14, se o b s e r v 6  un e f e c t a  p r o o x i d a n t e  d e  e s t e  
p o l  i f e n o l  ( F i g u r a  4 b )  . 
E l  e r i o d i c t i a l  e n  d o s i s  d e  1 0  mg/100 g  d e  p e s o  i n h i b i ;  el 
38 % d e  l a  e m i s i 6 n  e s t i m u l a d a  p a r  CC14 CFigura  44 ,  T a b l a  1 7 ) .  
La a d m i n i s t r a c i 6 n  d e  c i n a r i n a  t u v o  poco  e f e c t o  y  l a  d e  g c i d o  
3 , 4 - d i c a f e o i  1  q u z n i c o ,  n o  t u v o  e f e c t o  s o b r e  l a  emis ia 'n  
e s t i r n u l a d a  po r  el CC14 ( F i g u r a  44, T a b l a  17). 
CATEQUINA (mg/100 g de peso) 
FIGURA 4 5 .  Efecto de la (+)-catequina sobre la quimioluminiscen- 
cia de hlgado de rat& estimulada por CC1 La (+)- 4 ' 
catequina era administrada 1 hora antes que el CC1 4  ' 
TIEME'O (Horas) 
FIGURA 46. Efecto de la (+)-catequina sobre la quimioluminiscen- 
cia de hzgado de rat& estimulada por CC1 La (+)- 4  : 
catequina (10 mg/100 g de peso), era adminlstrada a 
distintos tiempos antes que el CC1 4 ' 
Discusidn 
8.1. Hadicales libres en sistemas biol6qicos. 
La producci6n de radicales 1 i bres en sistemas bi016~icos 
parece derivar principalmente de 10s productos formados durante 
la reducci6n parcial del oxigeno (Chance y col., 1979: Slater, 
1784). 
Estos radicales, dada su alta reactividad, pueden 
interaccionar con distintos componentes celulares iniciando 
reacciones en cadena, cuya iniciaci6n y propagaci6n puede ser 
causa de modificaci6n o destrucci6n de estructuras qucmicas, 
con la consecuente perdida de actividad bi016~ica. 
La interacci6n de 10s radicales libres con el material 
biol6gic0, depende de la reactividad del radical y del entorno 
en el cual se encuentra. fhsc un radical de alta reactividad 
reacciona indiscriminadamente con cualquier especie presente en 
su entarno, en cambio un radical menos reactive, lo hace en 
forma mss especrfica. 
A nivel celular, la producci6n f isiolo'gica de radicales 
estg controlada par un ef iciente sistema de def ensa 
antioxidante. Si la generaci6n de radicales supera las def ensas 
antioxidantes de la cglula (enrimas super6xido dismutasa, 
catalasa, glutati6n peroxidasas, vitaminas E,  C y A ,  
glutatick), se pruduce una'situacidn de estrgs oxidativa que 
puede llevar a 1.3 lesi6n y muerte de la cglula. Algunas de la5 
condi ci arres. qcte pcreden provocar crn estrgs ox i dati vo in vi vo 
son: intoxicaci6n con xenobi6ticos (CC14, etanol) capaces de 
incr-ementar la producci6n de radicales libres; deCiciencia en 
nutrientes (vitamina E, selenio) , donde una disminucibn de las 
defensas antioxidantes lleva a un aumento del daiio producido 
por 10s niveles f isiol6gicos de radicales libres. 
Concretamente, en las situaciones de estr6s oxidativo, 10s 
procesos que normalmente estan ocurriendo a baja velocidad y 
determinan un dano f isiolo'gico cantrolado, se incrementan y la 
Sntegridad biol6gica se modif ica. 
Los radicales libres pueden interaccionar, dentro del 
compartimenta celul ar con distintas mol&culas: a) Scidos 
nucleicos, modificando su estructura qucmica y provocanda 
mutaciones; b) ncrcleo'tidos, a1 terando el estado redo): NAD (P)  / 
NAD(P)H: c) grupas tioles, proteicos y no proteicos, 
oxid~ndolosi d) gcidos grasos poi insaturados de 1 as membranas 
celulares (plasmstica, mitacondrial, microsomal). Este Ciltirno 
proceso, es la peroxidacign lipidica, y es uno de 10s primeros 
hechas patolo>icos observables, cuando un organism0 es sometido 
a un estrgs oxidativo. 
La peroxidaci6n de 10s lzpidos de membrana lleva a la 
pgrdida de la permeabilidad selectiva de la misma, hecho que 
puede conducir a una lesi6n celular irreversible (Tappel, 19833 
Mead, 19763 Chance y col., 1979; Slater, 1984). 
8.2. Lipoperosidacidn y quimioluminiscencia espontbnea - d e  
hfqado, 
Durante el proceso de peroxidacidn de 10s llpidos de 
membrana se forman hj.droperbz!idos drganicas y radicales 
peroxi lo (Chance y col. 19791, cuya interaccidn puede llevar a 
la formaci6n de especies excitadas (oxjgeno singulete y 
carbonilos singulete y triplete) (Cadenas y col., 1984; Hivas y 
col., 1985). Estas especies excitadas pasan a su estado 
fundamental por diferentes f enumenos f rsicos, uno de 10s cuales 
es la emisio'n de fatones. La deteccidn de 10s fotones generados 
a trave's de estos procesos constituye el fundamento de la 
quimioluminiscencia de sistemas biol6gicos como mgtodo de 
medida de lipoperoxidaci6n en dichos sistemas (Boveris y col., 
1980; 1981) . 
Si bien es posible que haya emisi6n sin lipoperoxidaci6n en 
sistemas qugmicos y libres de cglulas (Cadenas y Sies, 1984) ha 
sido demostrado que en hepatocitos aislados (Cadenas y col., 
1981) y en hrgada in situ (Videla y col., 19931, un increment0 
en la velocidad de peroxidacio'n de lcpidos produjo un aumento 
paralelo en la emisibn de fotones. 
La quimioluminiscenci a espontsnea de hcgado, es una medida 
de la velocidad de producci6n de fotones emitidos por la 
superf icie de ese 6rgano. Esta emisi6n es proporcional a1 
estado estacionario de radicales peroxilo, el que represents, a 
concentraci6n de oxfgeno constante 1reacci6n 191, una medida de 
la velocidad de lipoperoxidaci6n. 
f~ pesar de que en 10s compartimientos celulares, las 
especies excitadas se f ormar<an con alto rendimiento, la 
emisi6n espontgnea del hzgadu (y de atros 6rganas) es baja, 
s ~ l o  una pequeRa porcia'n de l a s  fotone5 generados par estas 
e s p e c i e s  es r a d i a d o  puede  ser d e t e c t a d o .  E s  p r o b a b l e  q u e  l a  
mayorca d e  l a s  e s p e c i e s  e x c i t a d a s  s e a n  d e s a c t i v a d a s ,  e n  fo rma  
i n m e d i a t a ,  e n  1 0 s  l u g a r e s  donde  s o n  g e n e r a d a s .  El HZO ( T u r r o ,  
19781,  muchos a m i n o & i d o s  ( p r e s e n t e s  e n  l a s  c g l u l a s  e n  
-3 
c o n c e n t r a c i o n e s  d e l  o r d e n  d e  1 0  M I ,  pro te :nas  (Matheson y 
cbl . ,  1 9 ? 5 ) ,  v i t a m i n a  C (Chou y Khan, 19831, v i t a m i n a  E ( G r a m s  
.)I E s k i n s ,  19721, v i t a m i n a  A (Smi th ,  1983), NADPH y NADH y 
a l g u n o s  componen te s  d e  l a  c a d e n a  d e  t r a n s p o r t e  d e  e l e c t r o n e s  
m i  t o c o n d r i  a 1  (Bodanes s ,  1982)  , s o n  d e s a c t i v a d o r e s  d e  oxcgeno  
s i n g u l e t e .  P o r  l a  t a n t o  l a s  c g l u l a s  p o s e e n  trna c a n t i d a d  d e  
s u s t a n c i a s  q u e  pueden  r e a c c i o n a r  con  l a s  e s p e c i e s  e x c i t a d a s  
A 
d e s a c t i v a n d o l a s ,  esto-  h a c e  q u e  l a  e m i s i 6 n  d e  10s sistemas v i v s  
2 
sea d e l  o r d e n  d e  100  f o t o n e s i c m  is ( B o v e r i s  y col . ,  1983: 
1983a: 1984;  Cadenas  y  col . ,  1984: Cadenas ,  1 7 8 4 ) .  
La medida  d e  l a  q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  h i g a d o  d e  r a t a  o  
rat&?, in s i t u ,  r e q u i e r e  un c o n t a d o r  d e  f o t o n e s  a d a p t a d o  p a r a  
ese t i p a  d e  m e d i c i o n e s  ( H o v e r i s  y c o l . ,  198O>. La d e t e r m i n a c i 6 n  
d e  l a s  c o n d i c i o n e s  6 p t i m a s  d e  f u n c i o n a m i e n t o  d e l  c o n t a d o r  d e  
f o t o n e s  f u e  el o b j e t i v o  d e  l a  p r i m e r  p a r t e  d e l  t r a b a j o  y a s i  se 
e s t a b l e c i e r o n :  a )  el v o l  t a j e  a p l  i c a d o  s o b r e  el f o t o t u b o  ( F i g u r a  
181 ,  que  f u e  c o m p a r a b l e  a 1  u s a d o  p a r a  o t r o s  c a n t a d o r e s  d e  
+ a t o n e s  e m p l e a d o s  p a r a  medi r  qu i  mia lumin i  s c e n c i  a d e  si stemas 
b i o l 6 g i c o s  ( S t a u f +  y Ostrowsky ,  1967; F o v e r i s  y  c o l . ,  1980) :  y 
b) 10s u m b r a l e s  d e  d i s c r i m i n a c i b n  d e l  
amplificador-discriminador CFigura  1 9 )  con  1 0 s  que  l u e g o  se 
desarral 1 aran 1 as  medi das in v i v a .  
E l  u s o  d e  d o s  sis temas m o d e l o  d e  e m i s i 6 n  c o n a c i d a  p e r m i t i 6  
c o n s t a t a r  u n a  a d e c u a d a  e f  i c i e n c i a  d e  c o n t e o .  E l  p r i m e r  mode1.0 
S u e  u n o  bio lu ' ( J ic0 ,  semi l l as  d e  so j a ,  secas y h u m e d e c i d a s ,  
( F i g c r r a  201, y  1 0 s  v a l o r e s  d e  e n s i s i g n  o b t e n i d o s  c o i n c i d i e r o n  
c u a l i t a t i v a m e n t e  c o n  10s i n f n r m a d o s  p o r  E o v e r i s  y c o l . ,  
11983a1 ,  u t i  1 i z a n d u  un c o n t a d u r  d e  c e n t e l  lea. E l  s e g u n d o  
k d d e l o ,  qttl'mi.co, f u e  l a  r e a c c i o 5  e n t r e  citocroma c. y H2U2 
( F i g u r a  2 1 ) ,  y lo!< r e s u l t a d o 5  o b t e n i d n s  f u e r o n  sirnilares a 10s 
r e g i s t r a d o s  ~ t t i  1 i z a n d o  ttn c o r i t a d n r  d e  f o t o n e e ,  .f a b r i c a d o  e n .  1 a 
J n h n s o n  R e s e a ~ c h  F o u n d a t  i o n ,  F i  1  a d e l f i s ,  - U.S.Pt. ( C a d e n a s  y 
col . , 1980) . 
8.3. C a r a c t e r Z s t l c a s  & 12 e m i s i 6 n  e p o n t d n e a .  
D e  a c u e r d o  c o n  l a s  r e a c c i o n e s  27 y 28, l a s  p r i n c i p a l e s  
e s p e c i e s  e x c i t a d a s  q u e  s e r c a n  g e n e r a d a s  e n  sistemas b i o l 6 g i c o s  
1 
s o n  02 q u e  'se d e s e x c i t a  e m i t i e n d o  l a  mayor p a r - t e  d e  s u  e n e r g c a  
como f o t o n e s  a 6 3 4 ,  703 y 1268 nm y g r u p o s  c a r b o n i l o s ,  e n  s u s  
~ s t a d o s  t r i p l e t e  y s i n g u l e t e ,  c o n  h a n d a s  e n t r e  420 y 4 6 0  nm. D e  
10s e s p e c t r o s  o b t e n i d o s  d e  l a  e m i s i 6 n  e s p o n t s n e a  d e  h E g a d o  d e  
r a t a ' n  ( F i g u r a  2 4 1 ,  se o b s e r v a  q u e  l a  mayor p a r t e  d e  l a  e m i s i 6 n  
d e t e c t a d a  se d e b e  a l a  d e s e x c i t a c i 6 n  d e l  o x f g e n o  s i n g u l e t e  ( c o n  
el f o t o t u b o  e m p l e a d o  5610 se r e g i s t r a n  l a s  b a n d a s  d e  634 y  703 
b . nm) , y l a  p r o d u c c i 6 n  d e  f  o t o n e s  a p a r t i r  d e  c a r b o n i l o s  
e x c i t a d o s  ( e n  l a  z o n a  e n t r e  4 0 0  y 500 nm) era b a j a .  
C a d e n a s  y col .  ( 1 9 8 4 )  m o s t k a r o n  q u e  e n  n\icrosomas a i s l a d o s ,  
l a  p ~ a d u c c i i h  d e  e s t a d o s  e x c i t a d o s ,  t i e n e  un c n m p o n r n t e  q u e  
c o r r e s p o n d e  a l a  d e s e x c i t a c i d n  d e  c a r b o n i l o s ,  q u e  n o  es 
e m i  t i d a .  Si se 5.upone q u e  i n  5.i t u  p u e d e n  o c u r r i r  p r o c e s o s  
si m i  1 ares y qt.!e 3. c)s t za rban i  1. (1)s s o n  d e s e ' / : ~ i  t a d 0 5  al. . col i si o n a r  
c o n  oi:Egeno t..u.i.p:l.ete (r-eaccic5r-1 6 2 )  u c o n  ot ros  a c e p t u r e s  
0 
L o s  a u m e n t u s  d e  l a  e m i s i o n  d e  hZqado  d e  r a t &  r - e g i s t r a d o s  
0 
1 ~ t e g ~  atlmi n j  ~ t t - a c i  n r ~  d e  KC1 4 !-to mnr=,+:raban 1-tn ez.pectr-c! de 
e m i s i g r t  mudi-f ic .adu c o n  r e s p e c t o  a 1  d e  l a  e m i s i 6 n  d e t e r m i n a d a  e n  
c o n d i c i o n e s  f i s i o l k i c a s  CFigura  241, p a r  l o  q u e  n o  se p u e d e  
h a b l a r  d e  g e n e r a c i c h  d e  e s p e c i e s  d i f e r e n t e s ,  s i n o  5610 d e  un 
a u m e n t d  e n  1 a v e l n c i d a d  d e  s u  p r o d u c c i 6 n .  S i m i  lares  r e s u l  t a d 0 5  
0 
se o b s e r . + , a r o f ~  c!..\.~rr\r-Ju se t r - a h a j  o c a n  r a t a s  ( V a r s a v 5 . k ~ ~  1483) y 
* 0 
se e s t u d i  a r o n  1 c3!3 e ~ p e c t r c ) s  c:le I. a e m i  5.i o n  e s p o n t a n e a  y 
est i niul ada c o n  CCI 4. 
Cuando  se r r t i t l i c ?  l a  a b s o r b a n c i a  d e l  t.ej i d o  h e p & t i c o ,  a l a s  
0 l o n g i t u d e s  de ortda d e  l a  rnayor- p a r t e  d e  1 a e m i s i o n  (b(:~r:)-650 r i m )  
0 ( F i q u r a s  22 y 2 3 ) ,  se p u d o  talc!-tlar ~ u . E !  l a  e m i s i r 3 1 - I  rriedida 
0 p r o v e n i s  d e  una c a p a  s u p e r + i  c:ial d e  t r e s  a c u a t r o  c e l u l a s  
( c o n s i d e r a n d m  el cligmetro d e  c t r i  h e p a t o c i t o  125 pm). P a r  l o  t an to  
l a  eai sic& r e g i  s t r - a d a  e n  1 as  ~ j .  kiltlati t7r1es est!"!di a d a s ,  debemos  
cansidei-arli i ,  as~trrrsendo que el cumpur-tarciientn d e  e z t a  capa 
C 
e x t e r n a  d e  p o c a s  c e l u l a s  es representative d e  10s h e c h o s  q u e  
e s t d n  o c u r r i e n d o  e n  el r e s t o  d e l  o ' rgano.  
La c le te rminac in 'n  d e  l a  f r a c c i a ' n  d e  ( 3 2  c o n s ~ ~ m i . d o  e n  el 
p r o c e s a  d e  1 ipopero : :  i d a c i  o'n q u e  es r e s p o n s a b l e  d e  1 a g e n e r a c i g n  
d e  f o t o r r e s  se cal.c:ulo' a part : j . r  d e  l a  e m i s i d n  e s p o n t d n e a  cle 
L hl 'gado d e  r a t a ,  qr.le f u e  d e  25 c p s  p a r  c m  d e  s t - t p e r f i c i e  
- h e p g t i c a .  Si el e s p e s o r  ac t i  va d e  e m i s i 6 n  es d e  9:) )_tm y 
3 
c o n s i d e r a m o s  el pe5.o e s p e c Z . f i c o  d e l  h l g a d o  cornu 1 y/cm , se 
4 
c a l c u l b  u n a  emis1dr-i d e  1.5 x 1 0  c p s / g  d e  hXgado. P o r  m e d i d a s  
d e  q u i m i o l u m i n i  scertcia e n  d i . f e r e n t e s  sistemas in \2*j.i:rr) ( C a d e n a s  
.j co l . ,  198!:); C a d e n a s ,  19851 ,  se obtt . tvo un v a l o r  p rn fned io  d e  
500 c u e n t a s / r i m c ~ l  d e  02 consumi  d o  e n  1 a 1 i p n p e r o x i  d a c i  Gn. A 
p a r t i r  d e  e s t o c :  rest.11 t a d a s  se u b t t . . t ~ a  V.F-I v a l o r  d e  cansttmu d e  C32 
d e  30 n m o l e s / m i n / y  d e  h i g a d a .  E s t e  v a l o r  r e p r e s . e n t a  el 1.5 % 
d e l  consumo d e  U2 t o t a l  medidci e n  hEgado  p e r f u n d i d o  ( V i d e l a ,  
1984). 
H f i n  d e  o b t e n e r  u n a  relaci6r-I e n t r e  el 02 c a n s u m i d o  y 1.a 
e m i s i 6 . 3  d e  f o t o r ~ e s ,  se c a l c u l c r '  l a  r e l a c i a ' n  e n t r e  c t r e n t a s  y 
f  a t o n e s .  P a r a  el l a  se c o n s i d e r 6  l a  s e n s i b i l  i d a d  d e l  -Fotot t tbo ,  
q u e  a l a  ' l o n y i t u d  d e  orrda d e  l a  e m i s i 6 n  r e g i s t r a d a  (Cz0(:)-70C) 
nm),  e s t a b a  e n t r e  e l  9 y el 12 % (Fiyttr-a 10? y l a  y e o r n e t r i a  d e l  
sis tema d e  nredj.ci& ( d i s t a n c i a  d e l  hl 'qado a1 . . f o t o t u t r o ) .  Ademds, 
so larnenlre  se m l l i d  1.a emis j .6n  d e  un l a d o  d e  l a s  cc'ltllas. 
'Ten iendo  e n  c u e n t a  estos f a c t o r e s ,  se ptrede c o n s i d e r a r  trna 
e f i c i e n c i a  d e l  c o n t e o  d e  f o t o n e s  d e l  4 %, o sea 1 c u e n t a  = 25 
f o t u n e s ,  Ci p a r t i r  d e l  v a l o r  de 5 0 f 3  c:uent.as/nmol d e  o>:Zgeno, se 
obtcrvo {.in r e n d i  n i i  e n t . 0  d e  q u i  triiolurnini s c e n c i  a d e  h f  y a d o ,  m e d i d a  
-10 in s i t u ,  d e  1.25 x 1 0  f o t o n e s / m o l & u l a  d e  02 c o n s u m i d a  e n  l a  
L 
1 i poper-ox i d a c i  or). 
$3.4, Qt- t j . .miolumj .n iscencia  d e  . f i F a c c i o n e s  s c t b c e l u l a r e s .  
A p a r t i r  d e  10s v a l o r e s  d e  q u i m i a l u m i n i s c e n c i a  d e  h i g a d o  se 
- t u v o  ctna m e d i d a  i n d i r e c t a  d e  l a  v e l o c i d a d  c o n  l a  q u e  e s t a b a  
m c u r r i e n d o  l a  l i p o p e r o x i d a c i s n  e n  ese 6 r g a n 0 ,  t a n t o  e n  
c o n d i c i o n e s  f i rji o l 6 g i c a s  coma d e  -estr&s o x i  d a t i v .  A f i n  d e  
c o n o c e r  coma este at-imento e n  l a  v e l o c i d a d  d e  l i p c ~ p e r o : . : i d a c i 6 n  
i n f  l u i a  s a b r e  el rnetabol  i s m o  c e l u l a r ,  S u e  i m p o r - t a n t e  e v a l u a r  el 
c o n t e r ~ i  d o  d e  a n t i  n x  i d a n t e s  y p r o o x  i d a n t e s  p r e s e n t e s  e n  1 a s  
f r a c c i o n e ~ .  s u b c e l u l a r e s .  
L a 5  f r a c c i n n e s  s u b c e l u l  a r e s  ( h o m o g e n e i z a d o s ,  m i  t o c o n d r i a s ,  
microsamas), f u e r o n  some ti do^. a un e s t r g s  o x i . d a t i v o  p r o v o c a d a  
p o r  a d i c i 6 n  d e  h i d r - o p e r 6 x i d o s  o r g s n i c o s .  La a d i c i 6 n  d e  E0OH a 
* l a s  S r a c c i o n e s ,  p r o d c t j o  s i g n i S i c a t i v o s a t t m e n t o s  e n  l a  em] s i o n ,  
d e p e n d i e n t e s  d e l  c o n t e n i d o  d e  a n t i o x i d a n t e s  y p r o o x i d a n t e % ,  p a r  
l o  q u e  se ~rs6 este t i p o  de e n s a y o s  p a r a  e v a l c t a r  el c o n t e n i d o  
i n t r a c e l i r l a r  d e  p r o -  y a n t i o x i d a n t e s .  
Losj p e r 6 : i d a s  cgrgan icos  i n i c i a n  u n a  5erie d e  r e a c c i o n e s ,  
@ 4 
c u y a  qucfnica  se b a s a  e n  s u  activation a t r a v e s  d e  3 Pipes d e  
p r o c e x x :  r-upt!.!ra kieter-ol Ft.3 ca Ireacci o n e s  64 y 65) , rc~.pt~.rr-a 
hofnol Z t j .  c:a t r - e a c c i  ones 66 y 67) 0 act: i . v a c i &  r e d u c t . i  va 
( r e a c c i o n e s  68 .y 64).  
~ e ~ '  + ROOH 
9 (FeO) + ROOH , 1 Fe3 + ROH + o2 
3+ Fe + ROOH F e 9 O K  + ROW 
3+ Fe OH' + ROOH , ~ e %  + H 2 0  + ROO* 
+ 
F e 9 + R O O H  I?e2+ + ROO. + H 
p e 2 + + R 0 0 ~  , J?e3 + ROO + OH- 
'Todos es tas  t -eact : iar~es  I l e v a n  a l a  p r a d u c t r i 6 n  d e  e s p e c i e s  
1 
. o x i d a t i v a s  ( UZ, OH ,RU , R O O  1 ,  c a p a c e s  d e  i n i c i a r  r - e a c c i a n e s  
e n  cader ia ,  p a r  a t a q u e  s o b r e  1135 l i i p i d o 5  p r e s e r - r t e s  e n  el s i s t e m a  
* / 
La c i n e t i c a  bi.f as ica  d e  l a  e m i  s i G n  d e  hornogene izados ,  
m i  t a c a n d r i  a s  y m i c r o s o m a 5  ( F i g u r a  2 5 )  pctede e:.:pl i carse  
c a n s i d r r a n d a  urta f a s e  i n i c i a l  d o n d e  l a  e m i s i 6 n  se d e b ? a  a l a  
* 
d e s e x c i  t a c i o n  d e  e s p e c i e s  g e n e r a d a s  p o r  1  a r u p t u r a  h o m a l Z t i c a  
* d e  los  p e r o x i d n s ,  c a t a l i z a d a  p a r  c i t n c r o m a s  y u n a  s e g u n d a  f a s e ,  
d e s p l a z a d a  e n  el t i e m p o ,  doride l a s  e s p e c i e s  e : . : c i t . a d a ~  se 
f o r m a r a n  a p a r t i u -  de l a  l i p o p e r o > : i d a c i 6 n  i n i c i a d a  p a r  10s 
1 
r a d i c a 1 . e ~  y el O2 g e n e r a d o s  e n  l a  pr i rne ra  f ase. 
La a c t i v i d a d  d e  l o s  a n t i a x i d a n t e s  p r e s e n t e s  e n  el m e d i a  d e  
r e a c c i g n ,  i m p i d j . 6  l a  f o r r n a c i 6 n  d e  e s p e c i e s  e x c i t a d a s  o  
d e s a c t . i v 6  lac, y a  f-armada5.  E!I r e s u l  t a d o  f i n a l  , ,f u e  ctrta e m i s i 6 n  
d e  f  n t a n e s  i n v e r s a t n e n t e  p r o p o r c i  a n a l  a 1 a c a n t i d a d  d e  
p r o o x i d a n t e s  ( B o v e r i s  y cal . ,  1983; C a d e n a s  y , c o l . ,  19845 F r a g a  
y cc~l . ,  19841 E a v e r i s  y ca l . ,  1985). 
D e  a c u r r d o  c o n  l o  e x p l  i c a d o  1 a q u i m i o l u m i n i  s c e n c i a  d e  
f r a c c i o n e s  subcelu1,ar-es ( h u m a g e n e i z a d a s ,  m i  t n c a n d r i  as  y 
nticrasomas) i n i c i a d a  p a r  BOCII-I, c o n s t i t u y e  un rngtodo a d e c u a d o  
p a r a  e v a l u a r  i r r t e g r a t i v a m e n t e  el b a l a n c e  e n t r e  p r o -  y 
a n t i o : . : i d a n t e s  p r e s e n t e s  e n  l a  + r - a c c i 6 n  b a j o  e s t u d i o .  
La t o x i c i d a d  d e l  CC14 s o b r e  el hEyado  h a  s i d o  e s t u d i a d a  
e x t e n s a c n e n t e  I R e c k n a g e l  , 1967; Slater-, 1984). Ur? i m p o r t a n t e  
-nGmero d e  c o n c e p t o s  q u e  t i e n e n  a p l i c a c i 6 n  a1 c o n a c i m i e n t o  d e  
# l a s  m e c a n i s m o s  d e  p r o d u c c i o n  d e  l e s i 6 n  c e l u l a r ,  s u r g i 6  a p a r t i r  
d e  e s t u s  e s t u d i o s .  
E l  mecan i smo g e n e r a l  d e  a c c i g n  d e l  CC14 + u e  p r o p u e s t o  casi  
s i m u l t g n e a m e n t e  pclr Slater 11956? y p o r  R e c k a n g e l  I19671 y 
r e s p a n d e  a 1  a s ig r . .~ . i en te  ser1.e d e  r e a c c i o n e s :  
D e  a t zue rdo  c o n  estas r e a c c i o n e s ,  l a  a c c i 6 n  to':ica d e l  CC14 
es p o s t e r i o r  a su t r a n s f o r m a c i G n  a u n a  e s p e c i e  rnKs r e a c t i v a ,  l a  
q u e  i n i c i a r r a  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  o x i r a d i c a l e s  y 1.a p e r o x i d a c i 6 n  
d e  l ? p i d u s .  L-a d e s c ( x m p o s i c i 6 r ~  d e l  CC14 p a r a  d a r  el r a d i c a l  
triclctrameti I. u pc-tede a c u r r i r -  p a r  r c r p t u r a  homo1 f - k j .  ca d e  sct 
mole ' cu la  c a t a l i z a d a  p a r  el c i t n c r o m o  P450  ! r e a c c i 6 n  70) o p o r  
e 
c a p t u r a  e l e c t r a n i c a  ~ r e a c c i G n  71)- La p r o d u c c i 6 n  d e l  r a d i c a l  
CCL3 ' ha s i d u  clerriostrkda viva p o r  m e d i d a  d e l  C.:CL_31i e n  
t .ej iduc,  de animales intoxicados con  CC14 y pol- medida dit-ecta 
del radical CC13 por resonancia de spin electronico (RSE) 
(Mason, 1982). Packer y col., (19781, demostraron la formaciGn 
de radical CC1302' (oxitriclnrometilo) par reaccidn muy rzpida 
de C(215' y 02 Creaccia'r~ 72). E:ste radical, de mds alta 
electro+ilicidad clt-te el CCl%', ser;a el responsable de la 
* 
iniciacion clel prnceso de 1 ipopero?:idaci6n por acci6n sobre lo5 
.acidos grasos pnliinsaturados freaccibn 7 3 ) .  
La administracicn intraperitoneal de CC14 produjo un 
aumento de la emisi6n espontsnea de fotones en el hEgado de 
ratas (Figura 33) y de ratones (Figura 27)- En ratones este 
aumento es dependiente de la dosis administrada como se muestra 
en la figura 28. A dosis mayores de 1 ml / l ( : )O  g de peso, c,e 
ubservd una inhihici6n de la quimj.olurniniscencia posiblemente 
debida a la destrucci6n de la organizaci6n cel~rlar necesaria 
para la production de especies excitadas. La 
quimioluminiscencia aument6 en el primer minuto luego de la 
adici(3n de CC14 (Figura 271, este hecho demuestra la rSpida 
metabolizaci6n de la droga y la ventaja de la 
0 
qui mi ol umi ni scenci a sobre otros metodos de medi da de 
1 iPopera>:'idaci~& a1 registrar- inmediatamente 10% aument-us de la 
gener-aci&n de especies excitadas. La medida de la liberaci6n de 
alcanos en el dire expiradn, en la intoxicaci6n pur CC14 en 
ratas, r-ecign registr6 increment.os al cabo de 15 minutos de la 
administraci6n (Tappel, 198O). Hecknagel (19771, midi6 la 
0 
perox idacion de l ipidos en microsomas, y ubserv6 aumentos del 
60 % a1 cabo de 5 minutos; a1 medir uni& del CCl4 a lzpidus 
microsomales o b t u v o  a u m e n t o s  d e l  30 % a1 m i n u t o  y d e l  100 % a 
10s 5 m i n u t o s .  La d i f e r e n c i a  e n  10s t i e m p o s  d e  a p a r i c i 6 n  d e  10s 
a u m e n t o s  e n  10s d i s t i n t o s  rnGtados, p u e d e  ser e x p l i c a d a  e n  b a s e  
a qtre l a  q\ . . t imiolurnr~iscenci  a y :La u n i 6 n  d e l  CC14 s o n  e v e n t 0 5  
C # 
primaries, m i e n t r a s  y u e  l a  1 . i b e r a c i o n  d e  a l c a n o s  y l a  oxidation 
d e  NADPH s o n  c o n s e c u e n c i a s  d e  un p o s t e r i o r  m e t a b o l i s m o  d e  10s 
* 
h i d r o p e r a x i  d o s .  
L-os a t tmentos  d e  e m i s i g n  r e g i s t r a d o c ,  e n  el h r g a d o  d e  las  
r a t o n e c ,  i n t o x i c a d a s  c o n  CC14 f  u e r o n  s i g n i f  i c a t i v a m e n t e  m a y o r e s  
q u e  10s a u m e n t o s  r e g i s t r a d o s  e n  l a  z o n a  i n t e s t i n a l  d e  105 
m i s m o s  a n i m a l e s  ['T'abla 3 ) .  E s t e  h e c h o  p o n e  d e  m a n i f i e s t o  l a  
e s p e c i f  i c i d a d  d e l  h f g a d o  e n  l a  b i o t r a n s f o r m a c i 6 n  d e l  CC14, q u e  
h a b z a  s i d o  p o s t u l  a d a  p a r  F:ecC::nagel (197"7), 
E l  t r a t a m i e n t o  c a n  b a r b i t a l  i n c r e m e n t 6  l a  masa m i c r o s o m a l  e 
i n d u j o  l a  s c n t e s i s  d e l  c i t o c r o m o  P450  e n  r a t o n e s  ( T a b l a  4 ) .  
E s t e  a t tmento  n o  se e n c o n t r o '  e n  l a  p r o t e T n a  t o t a l  d e  
h o m o g e n e i z a d o  ( T a b l a  4 1 ,  p o r  l o  q u e  el i n c r e m e n t 0  d e  l a  masa 
h e p a ' t i c a  n o  se d e b e r c a  a un a u m e n t o  i n d i s c r i m i n a d o  e n  l a  
s E n t e s i s  d e  p r a t e f i a s .  Como se a b s e r v a  e n  l a  f i g u r a  31, el 
a u m e n t o  d b  La e m i s i g n  e s t i m u l a d a  p o r  CC14 es 1 i n e a l  c o n  el 
i n c r e m e n t o  d e  l a  masa m i c r o s o m a l ,  d e  d o n d e  se i n +  iere l a  
i m p o r t a n c i  a del .  c i  tocromo P4SO, e n  l a  m e t a b o l  i z a c i 6 n  d e l  CC14. 
Similares r e s u l t a d o s  se o b t i r v i e r o n  e n  l a  i n t o x i c a c i t i n  c r 6 n i c a  
c o n .  e t a n o l  , d o n d e  se i n d t t j o  l a  s ' i n t e s i s  d e l  c i  tocromo P45C) y 
aumento '  l a  ern i s i t in  e s t i m u l a d a  p a r  CC14 ( F i g u r a  351, E l  a u m e n t o  
en l a  e anti dad de c i t n c r a m o  llevn a un a u m e n t o  en l a  g e n e r a c i G n  
d e  02- y 14202, lor, qcre i n c r e t n e n t a r r a n  l a  v e l o c i d a d  d e  
l i p o p e r o x i d a c i a ' n .  A p e s a r  d e  este aumento  d e l  citocromo P450, 
l a  emis io f i  e spon ta ' nea  d e  hEgado n o  se v i 6  modif i c a d a  ( F i g u r a  
29, T a b l a  5 ) ,  coma f u e  el c a s n  d e l  a l c o h o l i s m o  c r 6 n i c o  e n  r a t a s  
( F i g u r a  33 ) .  E s t e  hecho  p u e d e  ser e x p l i c a d o  c o n s i d e r a n d o  1 0 s  
aumen tos  p a r a 1  el os o b s e r v a d n s  e n  1  a s  a c t i  v i d a d e s  d e  l a s  e n z i m a s  
. a n t i o x i d a n t e s  ( s u p e r 6 x i d o  d i s m u t a s a ,  g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  y 
catalasa)  y e n  el c o n t e n i d o  c e l u l a r  d k  GSH ( T a b l a  6 ) ,  e n  l a  
i n t o x i c a c i 6 n  c o n  b a r b i t a l  . 
L a  e m i s i 6 n  d e  l a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s ,  a i s l a d a s  a 
p a r t i r  d e  h r g a d o s  d e  r a t o n e s  t r a t a d o s  con  b a r b i t a l  e i n i c i a d a  
p a r  BODH, tarnbign se e n c o n t r G  aumentada .  E s t e  aumento  se 
d e b e r r a  a  l a  mayor- c a n t i d a d  d e  c i t o c r o m o  P450 p r e s e n t e ,  que  
c a t a l i z 6  l a  r u p t u r a  d e l  BODH t r e a c c i o n e s  64-69) .  E s  i n t e r e s a n t e  
o b s e r v a r  q u e  el aumento  e n  l a  e m i s i 6 n  d e  l o s  homogene izados  se 
mantuva  a  l o  l a r g o  d e  t o d o  el t i e m p n  d e  medida (F'igcrra 32), 
p a r a  lo5 di . feren. ter=,  d z a s  d e  t r a t a m i e n t o ,  m i e n t r a s  q u e  e n  l a  
C 
f r a c c i 6 n  m i  c rosoma l  n o  se o b s e r v o  el m i  s m o  comportami e n t o .  En 
es ta  f r a c c i g n  se d e t e r m i n 6  un i n c r e m e n t 0  d e  l a  e m i s i 6 n  e n  una  
p r i m e r a  f a s e  d e p e n d i e n t e  del. c o n t e n i d o  d e  citocromos, p e r o  en  
l a  s e g u n d a  f  ase n o  se o b s e r v r o n  d i f e r e n c i a s  e n  l a  e m i s i 6 n  p a r a  
1 0 s  d i f  e r e n t e s  t i e n l p o s  d e  t r a t a n i i e n t o  (Figcrra  3 2 ) .  E s t e  h e c h o  
pudo d e b e r s e  a l a  p g r d i d a  d e  l a s  e n r i m a s  a n t i o x i d a n t e s  
s o l u b l e s ,  d e l  g l u t a t i h  r e d u c i d o  y d e l  sistema d e  r e g e n e r a c i 6 n  
d e  g l u t a t i 6 n ,  d u r a n t e  el p r o c e s o  d e  a i s l a m i e n t o  d e  los  
4 
microsamas .  E l  r e t r a s o  o b s e r v a d o  en l a  a p a r i c i o n  d e l  p r i m e r  
pico de emisi05 en 1.0s homogeneizados de 10s hfgados de 10s 
ratones control respecto a los tratados (Figura 321, puede 
atri bt-tir-se a una mayor cantidatl de glutati6n reducido presente 
en el medio (labla 61, capaz de desactivar especies excitadas 
(Cadenas, 1985) . 
Diversas P.eor-;as trataran de expl i car 1 as bases malecul ares 
de la taxicidad del CC14 (Hecknagel, 1967). Las rnss importantes 
a considerar son la lipoperaxidaci6n (Slater, 1984; Fraga y 
col., 1984) y la uni6n covalente de 10s radicales +ormados ( 
triclorometilo, axitriclorametilo, etc. 1 ,  a distintas 
macromal~c~tlas Iprotecnas, Scidus nucleicos, nucle6tidos, 
acidas grasos), modificando su actividad biol6gica (Castro y 
col. , 19743 Taranza y cal., 1974; Castro, 1984). 
La qctimiolumini scenci a e~.pont;Snea, la quimiol~tminiscencia 
de homogeneizados y microsomas iniciada par EOOH y la actividad 
de las enkintas antiaxidantes, medidas en el hzgado de ratones 
tratados con barbital, puntualizan la participacicn de 
radicales del 02, producidos a partir de la metaboliraci6n 
microsamal del CC14 y Ltna activa intervencibn del citocromo 
P450. Hsr, en un medio coma el intracelular, con abundante 
cantidad de membranas, el proceso de lipoperoxidaci6n puede 
iniciar-se y propagarse con relativa +acilidad; el aumento de 
quimi oluminiscencia, casi instsntaneo, producida por el CC14, 
indica la participaci6n de especies excitadas de muy corta vida 
media, y apoya un proceso q u e  involucre reacciones en cadena 
8.6. 1ntoxicaci6n crgnica cnn etanol. 
La intoxicaci6n cr6nica con etanol constituye otro hecho de 
inter& en cuanto a1 estudio de 10s mecanismas moleculares 
responsables del dano producido en 10s hepatocitos por esta 
droga que puede llevar a la pgrdida de su funcien biol6gica. 
El primer informe sobre aumentos en la lipoperoxidaci6n en 
el higado de animales tratadas cr6nicamente con etanol, fue el 
de Di Luzio (1973). Investigaciones mss recientes, indicaron 
que la peroxidaci6n de lxpidos seria responsable de la 
posterior lesi6n y muerte celular que ocurre en el alcoholismo 
cro'nico (Sies y col., 1979). 
El tratamiento cr&nico con etanol produjo un aumento de la 
quimioluminiscencia espontgnea en el hzgado de ratas (Tabla 8, 
Figura 33). Este estrgs oxidativo, pudo ser producido por un 
aumento en la generacign de radicales libres oxidativos, ya sea 
por un aumento de 10s prooxidantes presentes en el hjgado o par 
una disminuci6n de las defensas antioxidantes. 
Los resultados obtenidos muestran un aumento en la 
velocidad de ~roducci6n microsomal de 02- (Tabla 10, Figura 
36). Este aumento es coincidente con 10s valores informados por 
Thurman (19731, para la producci6n microsomal de HZ02 laumento 
del 46 % I .  Es interesante observar que la producci6n 
mitocondrial de Hz02 no se modificaba con el tratamiento 
empleado (Koch y col., 1977). 
En el hZgado de las ratas csntrol la velocidad de 
produccifjn, micrasamal de 02- sfue de 1 ."J nmol /min/mg de protel'na 
(Figura 36). Este valor es mucho mss bajo que otros informados: 
15 nmol/minfmg de protegna (Mishin y col., 1976) y 25 
nmol /min/mg de protefna (Eartal i y col . , 1977). Tambign se 
habca informado una velocidad de produccidn microsomal de HZ02 
de 1.7 nmol/min/mq de protelna a 2 3 ' ~  (Boveris y col., 1972; 
Thurman y col., 1972) y 6 nmol/min/mg prote2na a 3 0 O ~  
( H i  ldebrandt y Roots, 1975) ; esta5 velocidades 1 levan a estimar 
que la velocidad msxima de producci6n de 02- no puede superar 
Ante este hecha se plantea la posibilidad de que ocurra en 
10s microsomas, una reacci6n similar a la planteada para NADH y 
particulas submi tocandriales (Turrens y Boveris, 1980). El 
NADPH unido a la NADFH-citocramo c reductasa CE) puede ser 
oxidadu por 02- (reacci&n 74) e iniciar un proceso 
autocatal<tico que rinde 2 02- y un OH' por cada 02- inicial 
(reacciones 74-78). 
0; + H+ + E-NADPH H202 + E-NADP' 
- 
o2 + E-NADP* , o2 + E-NADP+ 
H202. + Cit P450 , CitP450-OH' + OH' 
CitH50-OH' + NADPH CitP450 + NADP' + H20 
'2 + NADP. , NADI? + O; 
Por lu tanto la velocidad de produccio'n de 02- debe ser 
estimada inmedi atamente despue's de 1 a adici o'n del NADPH, cuando 
las reacciones autocatairticas a h  no son importantes. Este 
error ha llevado a muchos autares a sobreestimar la velocidad 
de producci&n de 02-. 
Estas reacciones autocatal i tlcas del 02-, pueden adquirir 
especial importancia en el hlgado, en la intoxicaci6n cr6nica 
con etanol, donde estsn aumentados: la velocidad de producci6n 
de 02-, y 10s contenidos de NGDH (puede reaccionar como 
sustrato de la reaccidn 77) y de citocromo P450 (Boveris v 
col., 1983). 
El aumento observado en 1 a producci6n microsomal de 02- 
luego del tratamiento crdnico con etanol, no fue balanceado por 
un increment0 en la actividad de las enzimas antipxidantes: 
sctper&:.:ido dismcttasa citos6l ica (Tabla l a ) ,  catalasa (Koch y 
col., 1977a) y glutati6n peroxidasa (Sies y col., 19791, lo que 
condujo a una situaci6n de estrgs oxidativo, donde 1 0 5  aumentos 
en 10s estados estacionarios de 02- y de HZ02, llevarlan a un 
aumento en la velocidad de producci6n de OH' (reacci6n 13), 
capaz de iniciar la 1 ipoperoxidacidn. 
El aumento en la produccio'n de especies oxidantes llev6 a 
un aumento en el consumo de 10s antioxidantes fisi016~icos 
tglutati&n, vi tamina E, vitamina A, etc. 1 ,  produciendo una 
deficiencia de estas sustancias. Esta deficiencia de 
antioxidantes end&enos explicaria 105 aumentos en la 
quimioluminiscencia de hrqado estimulada por CC14 (Tabla 8, 
Figura 33) y en la emisi6n de fracciones subcelulares 
provenientes de hzgados de animales tratados (Tabla 9, Figura 
34), como asl tambign 1 0 5  aumentos observados en la producci6n 
de malondialdehida en h~mctgoneizadozi y m i  tocondrias (Di Luzio, 
1973; Stege y col., 1977). 
El aumento en la quimioluminiscencia de hEgado estimulada 
por la administraci6n de CC14, puede tambiGn ser explicado par 
el mayor contenido de citocrnmo P450 en el hcgado de 1 0 5  
ani ma1 es tratados con etanol . 
La adici6n de vitaminas A y E, a 10s homogeneirados de 
hTgado de ratas alcohalizadas, pradujo una disminuci6n de la 
emisi6n iniciada par BOOH (Tabla 9, Figura 35) lo que confirm6 
10s bajas niveles de antioxidantes end6genos en e.1 hzgado de 
estas ratas. 
Las resultadas presentadas aquf, parecen ser conclusivos en 
indicar la existencia de un aumenta en la velocidad de 
1 ipoperaxidaciGn en el hggada de ratas intoxicadas cr6nicamente 
con etanol. 
8.7. Intoxicacioft aquda con etanol . 
La existencia de 1 ipoperoxidaci6n en h?gado producida por 
la administraci6n aguda de etanol, ha sido demostrada en 
diferentes ensayos in vitro. Aumentos en la producci6r~ de 
malondialdehido (Stege y col., 1977; Videla y col., 1980), en 
la formaci6n de dienos conjugadas !Di Luzio, 19685 Valenzuela y 
Lol., 1980), en la quimialuminiscencia (Di Luzio y Stege, 1977) 
mostraron que la velocidad de peroxidaci6n lipfdica estaba 
aumentada en homogenei zados, mi tocondri as y mi crosomas de 
hl'gado de rata. fambign se midieron aumentos en la 
lipoperoxidacich ~_II viva por la exhalaci6n de alcanos (Litov y 
col . , 1978; Frank y col . , 1980) . El ef ecto agudo del etanol ' 
tambiefi se midi& par la liberaci6n de alcanos de hIgado 
C 
perfundido, donde la adicion de etanol 44 mM incrementaba 
marcadamente la produccign de estos hidrocarburos (Muller y 
Sies, 1982). Eeller 11971) inform6 que la adici6n de etanol no 
incrementaba la producci6n de radicales 1 ibres, medidos por 
resonancia de spin electr6nico. 
En vista de estos resul tados y del posible papel que podr<a 
tener la lipoperoxidaciofi en el dafio hepatica producido par el 
etanol en el hombre (Matsumura y col . , 1980), se est~tdi(3L la 
quimioluminiscencia del hfgado de ratas intoxicadas en f orma 
aguda con etanol paralelamente con otros m&odos invasivos, a 
fin de establecer conclusiones acerca de 10s posibles 
mecani smos bioqul'mi cos del dano ,proditcido por el etanol . 
Los resultados abtenidos por la medida de 
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  hzgado  in s i t u  m u e s t r a n  un i n c r e m e n t 0  e n  
l a  v e l o c i d a d  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  e s p e c i e s  e x c i t a d a s  ( T a b l a  11 ,  
F i g u r a  37). Aumentos p a r a l e l o s  se o b t u v i e r o n  a1 e v a l u a r  l a  
p r o d u c c i 6 n  d e  r n a l a n d i a l d e h i d o  y  p a r a  l a  f o r m a c i 6 n  d e  d i e n o s  
c o n j u g a d a s ,  e n  homogene izados  d e  hZgado ( T a b l a  1 1 ) .  La 
i n t e g r a c i 6 n  d e  estos r e s u l t a d o s  m u e s t r a  e v i d e n t e s  i n c r e m e n t 0 5  
0 
e n  l a  l i p o p e r o x i d a c i o n  d e l  h i g a d o  d e  r a t a s  i n t o x i c a d a s  e n  forma 
a q u d a  c o n  e t a n o l .  
L a s  d i s c r e p a n c i a s  e n  c u a n t a  a  l a  p r o d u c c i & - i  d e  
C 
1  i p o p e r o x i d a c i o n  e n  l a  i n t o x i c a c i 6 n  aguda  c o n  e t a n o l  , pueden  
d e b e r s e  a 10s d i f e r e n t e s  d i s e R o s  e x p e r i m e n t a l e s  y  a l a  
a d e c u a b i l i d a d  d e  Zos mgtodos empleados .  En l a s  med idas  d e  
f  o r m a c i 6 n  d e  r n a l a n d i a l d e h i d o  y  d e  p r o d u c c i 6 n  d e  r a d i c a l e s  p o r  
r e s o n a n c i a  d e  s p i n  e l e c t r o O n i c o  h e c h a s  p o r  E e l l e r  y  col.  ( 1 9 7 1 ) ,  
se u s a r o n  a l t a s  d o s i s  d e  e t a n o l  (6-7.3 g / k g  d e  p e s o ) ,  d o n d e  l a  
c a p a c i d a d  d e l  a l c o h o l  d e  a t r a p a r  r a d i c a l e s  l i b r e s  (Cohen,  1977) 
a d q u i e r e  i m p o r t a n c i a .  ~ d e m g s  el metodo d e  r e s o n a n c i a  d e  s p i n  
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e l e c t r 6 n i c 0 ,  c u y o  l c m i t e  d e  d e t e c c i g n  es d e  1 0  -10 N ( K e l l e r  
y col . ,  1971)  n o  t i e n e  s u f i c i e n t e  s e n s i b i l i d a d  p a r a  d e t e c t a r  
c a m b i o s  e n  l a s  c a n c e n t r a c i o n e s  d e  r a d i c a l e s  1  i b r e s  e n  sistemas 
-8 b i o l 6 g i c o s ,  c u y o  e s t a d o  e s t a c i o n a r i o  es s i e m p r e  menor q u e  10 
M ( P r y o r ,  1976). 
La a d m i n i s t r a c i g n  aguda  d e  e t a n o l  p r o d u c e  l a  p&-dida  d e  l a  
r e g u l a c i c h  tgrmica d e  10s a n i m a l e s ,  con  l a  c o n s e c u e n t e  
d i s m i n u c i 6 n  d e l  me tabo l  i s m 0  b a s a l ,  i n c l u i d a  1  a  p e r o x i d a c i g n  d e  
10s lipidos. Este hscho fue prevenida e n  n u e s t r o s  e x p e r i m e n t a s  
conservando el animal en condiciones ti5rmicas adecuadas. 
Otro punto, y quizgs el mds impartante, es que la velocidad 
de 1ipoperoxidaciBn estg directamente relacionada con el 
contenido de antioxidantes en el 6rgano bajo estudio. Los 
niveles de glutatign varian con el tiempo luego de la 
adrnini~traci~n del etanol (Videla y col., 19801, par lo tanto 
si 10s experimentos se llevaban a cab0 cuando 10s niveles de 
glutatiGn no estuviesen disminuidos o cuando estos niveles 
hablan sido parcialmente recuperados, la velocidad de 
1ipoperoxidaciGn pctdo no modificarse significativamente. Por 
este motivo nuestros estudios se hicieron 6 horas despctgs dr la 
administraciGn del etanol , cuando el contenido de GSH alcanzaba 
un mznimo (Videla y col., 1980). 
Keller y col. (1971), no observaron modificaciones en la 
f ormaci6n de malondialdehido en mitocondrias y microsomas de 
ratas intoxicadas con etanol, probablemente debida a la 
pgrdida de GSH durante el proceso de aislamiento, lo que 
condujo a una extensiva 1 ipnperoxidaci6n. 
La (+)-catequina ((+)-cyanidanol-3), es un poderoso 
antioxidante - in vitro (Bertelli, 1975; Slater y Scott, 1981; 
t:::appt-ts, 1981). En experiment05 in vivo, demostr6 ctna excelente 
capacidad antioxidante (Tabla 161, a1 prevenir completamente el 
actmento en la quimioluminiscencia del hcgado, que produjo la 
intoxicaci6n aguda can etannl. Dada la capacidad de la 
(+I-catequina de atrapar radicales libres, se pone de 
manifiesto la participacien de 'estas especies en el proceso de 
d 
1 ipoperoxidaci&, durante la intoxication aguda con etanol. 
8.8. Deficiencias en vitamina g y _  selenio. 
Las deficiencias en vitamina E y Se, son causa de diversas 
patolog<as en numerosas especies animales , todas ellas de 
carscter degenerativo (Evans, 1962). En ratas la deficiencia en 
ambos nutrientes lleva a la necrosis hepa'tica lPorta y col., 
1968). Siguiendo el misma esquema experimental que Porta y 
col., 1968, se observ6 que las ratas, mantenidas con la dieta 
deficiente en vitamina E y Se, desarrollaran necrnsis a1 cabo 
de 20 djas de tratamiento (Figura 38). En cambio las ratas 
mantenidas can la misma dieta adicionada ya sea con vitamina E 
a con Se no desarrollaron necrosis. 
El actmento observado en -1 a quimiolcrminiscencia espontSnea, 
al cab0 de 16 dfas, en las ratas deficientes en Se y en 
vitamina E y Se, no se correlacion6 con la prodcrccidn de 
lesiones celulares irreversibles en la5 ratas a1 imentadas con 
la dieta deficiente en vitamina E y Se (Fiquras 39 y 40). Las 
ratas alimentadas can la dieta deficiente en vitamina E, 
mostrarun autnentms en la quimioluminiscencia de higado recign 
en el d<a 18-probablemente debido a un tiempo necesario hasta 
el agotanliento de 1.a vi'tamina enddgena por la generaci6n 
fisiolbgica de radicales. En ese mismo dl'a las ratas 
alimentadas con la dieta deficiente en vitamina E y Se. 
mostrar-on un rnsximo aumento en l'a emisi6n de sus hcgados, que 
+ue mayby a1 registrada en las ratas deficientes 3610 en 
v i t a m i n a  E. E s t e  aumento  p u e d e  e x p l i c a r s e  a  u n a  mayor v e l o c i d a d  
d e  gene rac io ' n  d e  e s p e c i e s  o x i d a t i v a s ,  y a  q u e  e n  eze momento l a  
a c t i v i d a d  d e  l a  g l . u t a t i 6 n  p e r - a x i d a s a  e s t a b a  d i s m i n u i d a  (Tab1 a  
141, l o  q u e  i n c r e m e n t a b a  el e s t a d o  e s t a c i o n a r i o  d e  Hz02 e n  el 
c i  tosol .  
D e  a c u e r d o  c o n  estas r e s u l t a d o s ,  l a  a l t a  v e l o c i d a d  d e  
' l i pope roz : idac idn  p a d r z a  ser l a  c a u s a  d e l  d e s a r r o l l o  d e  Ltna 
p o s t e r i o r  n e c r o s i s  h e p d t i c a ,  p a r  l o  q u e  se podrZa  h a b l a r  d e  un 
e s t a d o  p r e n e c r & . i c a  con  n i v e l e s  r n o d i f i c a d o s  d e  ~ e - g l u t a t i g n  
p e r o x i d a s a  y vi t a m i n a  E y  n o  modif i c a d o s  d e  l a s  e n z i m a s  
superd:. : ido d i s m u t a s a ,  c a t a l a s a  y g l u t a t i d n  p e r o x i d a s a  n o  
d e p e n d i e n t e  d e  Se .  En este e s t a d o  p r e n e c r 6 t i c o  se h a c e n  
e v i  d e n t e s  anomal < a s  morf o l 6 g i c a s  e n  10s h e p a t o c i  t u s  
i vacuo l i zac i cSn ,  i n f l a m a c i B n ,  etc.  1 ,  ( i 2u r t a  y col . ,  1989). 
A]. c a b o  d e  20 d r a s  d e  t r a t a m i e n t o  el 90 % d e  l a s  ra tas  
m a n t e n i d a s  c o n  l a  d i e t a  d e f i c i e n t e  e n  v i t a m i n a  E y Se, 
d e s a r r o l l a r o n  n e c r o s i s ,  p e r o  n o  se p r o d u j e r o n  i n c r e m e n t o s  e n  l a  
qcr imio lc tmin iscenc ia  d e  l o s  hEgados  d e  l a s  r a t a s  de f  i c i e n t e s  e n  
S e  y e n  v i t a m i n a  E y S e  r e s p e c t o  a 1  d z a  18. 
El  s i n e r g i s r n o  d e  l a  a c c i d n  d e  l a  v i t a m i n a  E  y  d e l  Se, 
p r o t e g i e n d o  el h r g a d o  d e  l a  p r a d u c c i b n  d e  l e s i a n e s  c e l u l a r e s  
i r r e v e r s i b l e s ,  p o d r r a  5er e x p l i c a d a  e n  b a s e  a l a  l o c a l i z a c i 6 n  
c e l u l a r  d e  l a  e n r i m a  g l u t a t i G n  pero:.:idasa y d e .  l a  v i t a m i n a  E. 
E s t a  G l t i m a ,  d a d o  s u  c a r 6 c t e r -  l i p o s o l u b l e ,  se acctrnula e n  l a s  
z o n a s  h i d r o f b b i c a s  d e  l a s  mernbranas c e l u l a r e s ,  p r o t e q i g n d o l a s  
d e  l a  acc ic f r~  d e  1 0 s  r a d i c a l e s  a l l $  fo rmados .  La g l . u t a t i 6 n  
peroxidasa dependiente de selenio, se localiza en el citosol y 
reacciona con per6):idos orgSnicos y con H202, con este Gltimo 
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lo hace con una constante de reaccidn de 5 x 1 0  M s (Chance 
y col., 1.9791. La deficiencia en Se, llevg a una disminuci6n de 
la actividad de la enzima (Tabla 14), que serfa la causa de un 
a~tmento en el estado estacianar-io de H2#2 y de OH' , capaces de 
De acuerdo con lo explicado la vitamina E y el Se actuarzan 
en forma complementaria, en zanas hidrof6bicas y hidrofElicas 
de la cdlctla. La deficiencia de uno de ellos, prod~rjo aumentos 
en la 1 ipoperoxidacidn per0 I. as estructuras biolGgicas, no 
resul taron 1 esionadas irreversi blemente (no se observ6 
desarral lo de necrosi 5). 
Segun los resultados mastrados en la f igura 40, la 
lipoperoxidacibn precedia' en el tiempu a la aparicidn de 
estados necrgticos en el hfgado de ratas. Simi lares resultados 
habian sido infarmados en eritrocitos donde la 
lipoperoxidaci6n, medida coma formacio'n de malondialdehida, 
ocurre antes que la hemolisis (Fee y col., 1975). Este hecho es 
importante a1 cunsiderar la posibilidad de que la 
lipoperoxidacidn podrza ser el mecanismo desencadenante de 
lesiones irreversibles, a1 destruir los fosf ol ipidos de las 
membranas, a1 terando su permeabi 1 idad selectiva. 
La correlacioh que se muestra en la f igura 41, entre la 
actividad de la glutatign peroxidasa dependiente de Se y la 
emisiak del hlgado, pone de manifiesto una situaci6n de estrgs 
0 
oxidativo donde por modificacian de 10s niveles de un nutriente 
(en este caso el Se), se genera un aumento en la velocidad de 
0 
1 ipoperoxidacion, medida coma quimioluminiscenci a. Un resul tado 
similar, fue abtenido en ratones portadores de tumor, en los 
cuales a1 disminuir la actividad dr l as enzimas antioxidantes 
0 (superox ido dismutasa, catalasa y glutatign peroxidasa) y del 
& 0 
GSH, se r-egistrcl ur? attmento en la emision de 105 h5gados de 
estos animales (Boveris y col., 1983). 
8.9. Efecto antioxidante de polifenoles vegetales. 
Los poli+enoles usados, flavonoides y Scidos 
caf eoi 1 qu<nicos, son sustanci as que abundan en 10s vegetales. 
Muchos de ellos han sido usados frecuentemente cama protectores 
hepdticos y se ha intentado explicar su papel hepatoprotector 
por la capacidad de atrapar r-adicales libres, que rnuestran 1.0s 
polifenoles a1 tener una estructura qu<mica en la que abundan 
10s dobles enlaces y 10s grupos con gtomos de 02 . En 10s 
Gltimos a6os aparecieron trabajos, abarcando estos estudios in 
vitro (Younes y Sieger, 19815 Eiso y col., 1983). 
4 
En Xa primer parte de nuestros experimentos se estudih el 
poder antioxidante de una serie polifenoles, por su capacidad 
de inhibir la quimialuminiscencia de homogeneirados de hZgado 
C 
de raton, iniciada por BQOH. La (+I-catequina 
r. 
( ( + I  -cyanidan01 -3) f ue el f 1 avonoide que mostro mayor capacidad 
antioxidante (Tabla 15, Figura 4 3 ) .  Esta droga habl'a sido 
extensamente e s t u d i  ada en 1 a decada d e l  70 como hepatoprotector- 
(Slater y Sawyer, 19715 Bertelli, 1975; Kappus, 1981; Conn, 
1983)" La capacidad antioxidante encontrada en nuestro sistema 
( D 1 5 0 =  3 p M )  fue similar a la informada por Young y Sieger 
(1981), evaluada par la inhibicih de la peroxidaci6n 
# 
espontanea de homogeneizados de hggado de rata, medida como 
formaci6n de malondialdehido (DISO = 2.5 u M )  . En experiment05 de 
C -3 
huestro grupo, se determi no una DIS0 del orden de 1 0  M, para 1 a 
vitamina E; este resultado puede explicarse par la baja 
solubilidad de la vitamina E en medio acuoso, lo que dificulta 
su accesibilidad a las zonas hidrofzlicas donde se estarzan 
generando 1 as radical es ox i dat i vos (membranas microsomal es, 
membrana plasmstica). 
Las actividades de los palifenoles estudiados (Tabla 15), 
permiti6 conocer la capacidad de cada uno de inhibir la 
quimioluminiscencia iniciada por BOOH. 
Comparando las estructuras qugmicas de las sustancias 
estudiadas, se hace dif Zcil carrelaciunar estructura y 
actividad. Sin embargo es posible considerar la necesidad de la 
presencia de grupos hidroxilo, en las posiciones 3" y 4",  para 
desarrol lar actividad j asimismo la meti laci6n de 10s grupos 
hidroxila y la presencia de grupos azGcar en la mol6cula de 
polifenol, mostraron ser motivo de una disminuci6n de la 
actividad. Si bien a estas restricciones ubedecen la mayor 
parte de 10s compuestos, hay dos excepciones: la alta actividad 
de la chalcona B ,  que carece de .oxidrilo en la pasicion 4', y 
la baja actividad de la quercitina. 
Videla y col., (19811, informaron acerca del efecto de la 
I+)-catequina sobre 10s cambios en el contenido de glutatiGn y 
en la lipoperoxidaci6tn producidas par la ingesta aguda de 
etanol en ratas. En base a este trabajo y a 10s resultados 
obtenidos para la ' (+)  -catequj. na en nuestros experi mentos in 
vitro (Tabla 14, Figura 43) 5e estudi; el efecto de la droga 
# 
iobre el aumento de emision prodctcido por el etanol .in viva. La 
proteccio)l ejercida por la (+)-catequina, enfatiza la 
importancia de la deficiencia en antioxidantes solubles que 
generarra aumentos en la velocidad de producci6n de especies 
0 0 
excitadas en esta situacion de estres oxidativo. Cuando se 
/ 
estudio el efecto de la C+)-catequina sobre la emisign 
0 
estimulada por CCX4 (Tabla 181, la protection ejercida fue 
much0 menor, y esto pudo deberse a 10s diferentes mecanismns 
bioqucmicos, a travgs de 10s cuales ambas sustancias inician el 
# * 
proceso de 1 ipoperoxidacion. El CC14 desencadena la f ormacion 
de especies excitadas inmediatamente a su accign sobre el 
citocromo F450, por lo tanto se hace difrcil prevenir la 
4 
formacion o desactivar las especies oxidativas, ya que 10s 
antioxidantes solubles no estarran concentrados en las zonas 
cercanas al reticula endopl~smico, sin0 distribuidos 
homogeneamente en el citosol. 
El eriodictiol, mostr; tener ctn mayor efecto en la 
prevenci 6n de 10s aumentos de quimi olumini scenci a producidos 
por el CC14, a pesar de que in vitro su efecto fue menor que el 
de la catequina. 
De estos resultados puede inferirse que el carscter soluble 
de las sustancias estudiadas, e5 importante no 5610 en la 
protecci6n frente a 1.a 1 ipoperoxidacich, sino que serjan drogas 
de gran importancia en la prevenci6n del efecto destructivo de 
radicales oxidativos sabre gcidos nucleicos, protefnas 
scrlubles, nuclebtidos, y otras mol@culas presentes en el 
cx tosol. La administraci6n de estos pol if enoles a individuos 
d 
sometidos a estres oxidativo, serra de utilidad a1 cubrir la 
falta o reemplazar 10s antioxidantes consumidos. 
8.10. Buimioluminiscencia & hlqado medida 1 3  situ y ss 
S 
relacian con 13 lipaperoxidaci6n. 
Los resultados obtenidos del estudio de la diferentes 
situaciones de estr&s oxidativo, permiten establecer una clara 
correlaciGn entre la quirnioluminiscencia y la 1 ipoperoxidaci6n 
en el hfgado de ratas y ratones, Las evidencias que sustentan 
esta correlacich smn: a) el uso de un modelo experimental 
conocido par su capacidad de producir 1ipoperasidaciGn en el 
hl'gado, coma es la intoxicaci6n con CC14; b) las medidas de 
L 
1 ipopero>:idacion in vi tro (f ormaciGn de malondialdehido y de 
dienos conjugados) , hechas en paralelo con las medidas de 
quimiolt.rminic,cenci a en 1 a i ntoz:i.caci& aguda con etanol 17abl a 
1 1 )  y c) las modi-ficaciones de la emisign del hzgado producidas 
por desbalances entre pro- y antioxidantes. Asi un aumento en 
# 
la gener-acion de U2- (Tabla 10), un aumento en el contenido de 
citocromo P450 (Figura 31) o una ditzrninuriGn de la actividad de 
l a  g l u t a t i 6 n  p e r o x i d a s a  ( F i g u r a  411 ,  d e l  G S H  ( F i g u r a  371, o d e l  
c o n t e n i d o  d e  v i t a m i n a  E  ( F i g u r a  59), l l e v a r o n  a aumen tos  e n  l a  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  h fgado .  A s i m i s m o  un aumento en  l a s  
a c t i v i d a d e s  d e  l a s  e n z i m a s  a n t i o x i d a n t e s  ( T a b l a  6 )  o un aumento 
d e  l a  c o n c e n t r a c i 6 n  d e  s u s t a n c i a s  a n t i o x i d a n t e s  cnmo el 
e r i o d i c t i o l  y l a  c a t e q u i n a  ( T a b l a  18), p r o d u j e r n n  d i s m i n u c i o n e s  
- 
. de  l a  e m i s i o n  d e l  hl 'gado. 
En l a  t a b l a  19 se o b s e r v a  que  no  hay  un mecanisma 
b ioquEmico  Gn ico  que  r e l a c i o n e  un estres o x i d a t i v o  con  el 
aumento  que  p r o d u c e  e n  l a  v e l o c i d a d  d e  l i p o p e r o x i d a c i 6 n  e n  el 
h f g a d o ,  s i n o  que  d i f e r e n t e s  modif i c a c i o n e s  i n t r a c e l c r l a r e s  
pueden  d e s e n c a d e n a r  1  a 1  i p o p e r o x i  d a c i  bn. 
A p a r - t i r  d e  l u s  e s t c . ~ d i o s  d e  qu imio lc rmin i scenc ia  s~ i n t e n t 6  
e s t a b l e c e r  una  c o n t i n u i d a d  bioquEmica e n t r e  l a  l i p o p e r o x i d a c i 6 n  
y  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  l e s i o n e s  i r r e v e r s i b l e 5  e n  el hzqado.  En l a  
t a b l a  19 se o b s e r v a  q u e  ' las s i t u a c i o n e s  d e  e s t r g s  que  l l e v a n  a 
n e c r o s i s  ( i n t o x i c a c i 6 n  con  CC14 ( a d m i n i s t r a d a  en  d o s i s  mayores  
q u e  l a s  u s a d a s  en  n u e s t r o s  e x p e r i m e n t a s )  y d e f i c i e n c i a  en  
v i t a m i n a  E  y S e ) ,  l l e v a r o n  a  aumentos  d e l  o r d e n  d e l  10C) % s o b r e  
l a  q u i m i d l u m i n i s c e r l c i a  d e  10s hhzg.ados d e  10s animaler j  c o n t r o l .  
En l a s  dema's s i t u a c i o n e s  e s t u d i a d a s ,  aumentos  menores  n o  c a u s a n  
l e s i a n e s  i r r e v e r s i  b l e s .  E s t e  hecho  estarza i n d i c a n d o  l a  
c a p a c i  dad  d e  1 0 s  ~ ; i  sternas bic:)l;gi cos d e  a d a p t a r s e  a si t u a c i  o n e s  
d e  estr6s o x i d a t i v o  h a s t a  un d e t e r m i n a d o  n i v e l  d e  aumento d e  l a  
p r o d u c c i 6 n  d e  e s p e c i e s  o x  i d a t i v a s  p o t e n c i  a1ment.e d e s t r u c t i v a s  
de l a  in tegr idad b i ~ l c j b i c a ~  
I AS< cuando una ce5ul a es sometida a un estrgs oxidative 
C (a1 tas presiones de oxigeno, a1 tos niveles de polutantes, 
radiaciones, etc. 1 ,  se produce una disminucign de 10s niveles 
de sus defensas antinxidantes en las sustancias atrapadoras de 
radicales 1 ibres. E:st.a disminuci 6n l leva a una si tuaci6n donde 
se desencadenan pracesos patol6qicos, como pErdida de la 
.permeabilidad selectiva de lac, membranas, inactivaci6n 
enrimgtica o dafiu a mol.&cul as in+ ormacionales, que conducira'n a 
alteraciones y muerte celular. Estos procesos parecen estar 
relacionados con ca'rscer, enfermedades degenerativas 
(envejecimiento) , intoxicaciones, etc. Dichas si tuaciones 
pat01 6gi cas, podrjan ser mej aradas sup1 ementando el tratami ento 
espec~fico con la administraci6n de antioxidantes ex6genos 
# (enrimas a sustan~ias) , bic~lagicamente activos. Ya que estos 
# 
antioxidantes actuan a distintos niveles dentro del proceso de 
perox idacibn, 10s estudios de l os mecani smos bi oqufmicos de 
cada situacio'n, se hacen indispensables a fin de determinar la 
sustancia antioxidante adecuada a ser usada en cada caso. 
TABLA 19. QUIIfIOLUMINISCENCIA Y MODIFICACIONES BIOQUIMICAS EN EL HIGADO DE RATAS Y RATONES 
SOMETIDOS A ESTRES OXIDATIVO. 
Modificaci6n bioqulmica Quimioluminiscencia 
(%> 
Intoxicaci6n con CC1 (rata) 4 
(rat&) 
+ eriodictiol (rat6n) 
Intoxicaci6n con barbital (rat6n) 
Intoxicaci6n cr6nica con etanol 
(rata) 
Intoxicaci6n aguda con etanol 
(rata) 
Destrucci6n del retlculo endoplgs- 
mico. Dafio celular, dependiente de 
la dosis administrada. 
Inducci6n de la protelna microsomal 
(citocromo P450). Increment0 de la 
actividad de la super6xido dismutasa, 
glutati6n peroxidasa y del contenido 
de catalasa y de glutati6n. 
Proliferaci6n del retzculo endoplss- 
mico. Niveles no modificados de en- 
zimas antioxidantes. 
Niveles disminuldos de glutati6n redu- 
cido 
Deficiencia en vitamina E y Se Disminuci6n en 10s niveles de vitamina 
E y en la actividad de la glutati6n pe- 
roxidasa dependiente de Se. Necrosis 
hepgtica 
Conclusiones 
I .  La quimiolumini scencia de Ggano, constituye una te'cnica 
especcf ica y no invasiva para el 6rgano bajo estudio, que 
permite evaluar la emisi6n de fotones que se est6 produciendo 
in vivo. Esta emisi6n de fotones es proporcional a la velocidad 
- -  
de formacibn de especies excitadas, la que a su vez es 
propnrci anal a 1 a velocidad de 1 ipoperoxidaci 6n. 
2. La quimioluminiscencia espontdnea de hlgado de rata y de 
ratfin, indica la existencia de una velocidad fisial8gica de 
lipoperoxidaci6n, medida a partir de una capa externa de 3 o 4 
ce'lulas. 
3. Diferentes situaciones de estr& oxidativo producen aumentos 
en la quimioluminiscencia del. hcgado, que pueden 5er 
interpretadas coma increment05 en la velocidad de 
lipoperoxidacio'n, 
4. Lo5 mecanismos bioquzmico5 responsables de 10s aumentos de 
quimioluminiscenci a del hlgado, son dif erentes segfin 1 a 
si tuaci6n de estrE5 cansiderada. 
5. En la biotransformaci6n hepstica del CC14 interviene el 
citocromo P450, produciendo especies radicales capaces de 
iniciar el proceso de lipopcroxidaci6n. 
6. Un incremento simultsneo de .lo5 prooxidantes y de 10s 
antioxidantes celulares, conduce a niveles no modif icados de la 
quimioluminiscencia del hfgada en ratones. 
7. El etanol produce lipoperoxidaci6n hepstica, tanto cuando es 
administrado cr6nica como agudamente. 1Jn aumento de los 
proaxidantes sin modificacign del contenido a actividad de lo5 
antioxidantes o una disminuci6n de una sustancia antioxidante, 
producidos par el etanol, llevan a aumentos de la 
quimioluminiscencia del higado de ratas. 
8. Una disminuci6n de 10s antioxidantes f isial6qicos (vitamina 
E y ,Se-qlkitati6n peroxidasa) 1 leva a la producci6n de lesiones 
celulares irreversi bles Inecrosis) , que son precedidas por un 
aumento de la qui mi lumini scenci a esponta'nea del hZgado en 
ratas. 
9. La vitamina E y la ~e-glutati6n peroxidasa parecen actuar 
como antioxidantes f isiol6gicos en f orma sine'rgica. Las 
deficiencias en vitamina E o en selenia en ratas, na praducen 
necrosis, pera si se generan aumentos en la quimioluminiscencia 
espontsnea del hfgada. 
10. La quimioluminiscencia de fracciones subcelulares, iniciada 
por EOOH, constituye un mstodo adecuado de medida de 10s 
antioxidantes y prooxidantes presentes en la fracci6n. 
11. La administraci6n a ratas y ratones de sustancias que por 
su estructura qurmica pueden actuar coma antioxidantes 
(f lavonoides y acidos caf eai 1 qu<nicos), disminuye la 
quimioluminiscencia del hZgada tanto in vivo como in vitro. 
- -  -
12. A partir de las medidas de quimioluminiscencia de h;gado in 
-
situ, 5e puede estimar que el oxzgena consumido par la 
* 1ipoperoz:idacio'n f isiolobica, represents entre ctn 1 y un 2 14 
del consumo total. 
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Resumen 
Se e s t c r d i 6  l a  q c r i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  h f q a d o  d e  rata  y 
0 
r a t o n ,  t a n t o  e n  c o n d i c i o n e s  f  i s i o l 6 q i c a s  como d e  estrGs 
a x i d a t i v o .  
La q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  4 i s i a l 6 g i c a  d e l  h r g a d o  d e  r a t a  f u e  
2 2 d e  24 t 1  cps /cm y d e l  hcgado  d e  r a t&  Cue d e  109 f 5 cps /cm . 
E s t o s  v a l o r e s  c o r r e s p o n d i e r a n  a uns. c a p s  s u p e r f i c i a l  d e t e j i d o  
. d e  ap rox imadamen te  1tX) Arm d e  e s p e s o r  y daban  ccrenta  d e  un 2 % 
d e l  o>::geno t o t a l  consumido  par- el h5gado.  El 95 % d e  l a  
e m i s i 6 n  d e l  h z g a d a  d e  r a t o n e s  se m i d i 6  a  l o n g i t u d e s  d e  onda  
mayores  d e  600 nm. 
La a d n ~ i n i s t r a c i o f i  d e  CC14 a  r a t c m e s ,  prodct jo  ctn 54 % d e  
aumento  d e  l a  e m i s i 6 n  d e l  h r g a d o  d e  esos a n i m a l e s .  E l  
t r a t a m i e n t a  c o n  b a r b i t a l ,  n a  modif ic6 1  a  e m i s i 6 n  e s p o n t s n e a  d e l  
h f g a d a ,  p e r o  5; p r a d u j u  aurnentos  d e  l a  e m i s i 6 n  e s t i m u l a d a  p o r  
CC14, q u e  a 1 0 s  15 d f a s  d e  t r a t a m i e n t o  4 u e  d e l  135 %. E s t e  
aumento  d e  1  a  q u i  m i  ol umi n i  s c e n c i  a esti mu1 a d a  p a r  CCL4., se 
c a r r e l a c i o n 6  r a n  r-tn aumento  d e  l a  p r o t e l ' n a  microsumttl . ~ a m b i g n  
aumen ta ron  l as  a c t i  v i d a d e s  d e  l a s  e n z i m a s  a n t i  o x i  d a n t e s :  
s u p e r b x i d o  d i s m u t a s a  ( 1 0 9  % I ,  catalasa (90 % I  y g l u t a t i 6 n  
p e r o x i d a s a  ! I 0 3  % )  y d e l  c o n t e n i d o  d e  g l u t a t i 6 n  (18 % I .  
El t r a t a m i e n t u  c r 6 n i c o  con  e t a n a l ,  p r o d u j o  aumen tos  d e l  45% 
d e  l a  v e l u c i d a d  + i s i o l & g i c a  d e  p r o d u c c i d n  microsomal d e  U2- 
(1.5 f il.1 nmoles/min/mg d e  p r a t e c n a )  , d e l  54 % d e  l a  
q u i m i a l u m i n i s c e n c i a  e s p o n t & e a  d e l  h f g a d o  y d e l  63  % d e  l a  
emis iGn d e l  h?gado  e s t imc t l ada  p a r  CC14. La a c t i v i d a d .  d e  l a  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  i n i c i a d a  p o r  BOOH, e s t a b a  aumen tada  e n  los 
homogeneizadors (57 % ) ,  e n  l a s  m i t o c o n d r i a s  (43 %) y e n  -10s 
micro~.ornas (28 % I  a i s l a d o s  a  p a r t i r  d e l  h<gado  d e  1 0 s  a n i m a l e s  
La a d m i n i s t r a c i b n  agctda d e  e t a n o l  l l e v d  a aumen tos  d e  l a  
e m i s i d n  e s p o n t S n a  d e l  h f g a d a  d e l  60 %, d e  l a  . formaciBn d e  
m a l o n d i a l d e h i d o  (48 %) y d e  l a  f o r m a c i 6 n  d e  d i e n a s  c o n j u g a d o s  
(65 X I .  
La d e f i c i e n c i a  d e  v i t a m i n a  E y Se, p r o d u j o  a u m e n t o s  d e  l a  
e m i s i d n  f i s i a l b g i c a  d e l  h f g a d o  d e  r a t a s ,  q u e  a1 c a b 0  d e  18 d f a s  
d e  t r a t a m i e n t o  fcterori d e l  100 %, y p r e c e d i e r o n  a l a  a p a r i c i & n  
4 
d e  n e c r o s i s  e n  ese o r g a n o ,  A l  c a b o  d e l  18 d z a s ,  l a  
q u i m i o l u m i n i s c e n c i a  d e  hCgada se i n c r e m e n t 6  e n  un 23 % en  l as  
r a t a s  d e f i c i e n t e s  e n  v i t a m i n a  E y e n  un 64 % e n  l a s  d e f i c i e n t e s  
e n  Se ( e n  l a5  c u a l e s  l a  a c t i v i d a d  d e  l a  ~ e - ~ l u t a t i & n  p e r o x i d a s a  
se r e d u - j o  d e  7 . 6  a 1.0 U/g d e  h c g a d o ) .  
C 
La a d m i n i s t r a c i a n  d e  (-I-)--catequina i n h i b i 6  el 100 % d e l  
i n c r e m e n t o  d e  l a  emis iGn d e  h j g a d o  p r o d u c i d o  p o r  l a  
a d m i n i s t r a c i 6 n  a g u d a  d e  e t a n o l  . El e r i o d i c t i o l  , 1  a c a t e q u i n a ,  
l a  c i n a r i n a  y el a c i d o  3 , 4 - d i c a f e o i l q u $ n i c o ,  d i s m i n u y e r o n  e n  un 
38 %, 31 %, 1 3  % y O %, r e s p e c t l v a m e n t e ,  l a  e m i s i 6 n  e s t i m u l a d a  
p a r  CCl4. Esl ras  s u s t a n c i  a5 +'r..{eron, e l e g i d a s  e n t r e  21 
p o l i f e n u l e s ,  a p a r t i r  d e  s u 5  D1 50 calc t . . t ladas  p o r  sct c a p a c i d a d  
d e  d i s m i n u i r  l a  quimiolumir?i  s c e n c i a  d e  homoqenei z a d o s  3e hEgado 
d e  r a t 6 n  i n i c i a d a  p o r  BODH. 
T o d a s  estos r e s u l  t a d o s  i n d i c a n  una  c l  ara carrel aci 6n  e n t r e  
l i pclperu:< i d a c i  61-1 y qu imio l  unii 1 3 i  s c e n c i  a d e  hlgadcl i r i  sitil. Se 
o b s r r v &  qtte clifev.en.\zes s i t { - t a c i o n e s  d e  estrgc, oxidative, 
niodif i ca ran  ].a e m i s i o n  d e l  13Zgado p a r  d i s t i n t o s  nlecanismos 
b i aqu fmi  cas. 
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